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Anexos

Anexo 1. p120 en humano (ENST00000361391). Las letras rojas corresponden a la secuencia que
se clono en vector pCR4-TOPO (Invitrogen), que contiene 999pb y va desde la posicion 1545
hasta la posicion 2543.

Anexo 2. LIMKI en humano (ENST00000336180.7). Las letras rojas corresponden a la
secuencia que se clono en vector pPCR4-TOPO (Invitrogen), que contiene 397 pby va desde la
posicion 77 hasta la posicion 477.

Anexo 3. Alineamiento de LIMKI en humano y en raton. En azul la secuencia de los clones
reportados en el ensayo de Y2H en levaduras.

Anexo 4. Alineamiento de p120 en humano y en raton. En azul la secuencia de los clones
reportados en el ensayo de Y2H en levaduras.
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1. Resumen

Lainsuficiencia ovarica primaria (IOP) se caracteriza por la pérdida de la funcion ovarica antes de
los 40 afios y es una de las principales causas de infertilidad en la mujer. La prevalencia de la IOP
es cercana al 1% y se ha relacionado etiologicamente con eventos iatrogénicos, agentes infecciosos,
condiciones autoinmunes, desordenes metabolicos y causas ambientales. Sin embargo, la mayoria
de los casos son idiopaticos. Se ha sugerido un origen genético y epigenético de la enfermedad.
Hasta la fecha, se ha identificado un ntimero limitado de mutaciones que han sido validadas por

ensayos funcionales.

En el grupo investigacion de la Universidad del Rosario, CIGGUR, Fonseca et al., realizaron un
estudio utilizando secuenciacion de siguiente generacion (NGS), en 12 pacientes afectadas por
IOP, identificando la mutacion ¢.2960C>T (p. Ser987Phe) en el gen BMPR2. En el contexto del
ovario, BMPR2 se expresa en células de la granulosa, se une a ligandos como BMPI5 Y GDF9 y
participa en la via de senalizacion de BMP/SMAD. Se ha sugerido una relacion funcional entre esta

mutacion y la etiologia de la IOP.

En el presente trabajo de tesis se buscaron las potenciales proteinas de interaccion con BMPR2,
mediante un ensayo de doble hibrido en levaduras (Y2H), utilizando una libreria de ovario de
raton. Se identificaron cuatro proteinas con una alta probabilidad de interaccion: Limkl, Ctnndl,
Fasn y Fnl. Posteriormente, para la validacion de los resultados se efectu6 un ensayo de doble
hibrido en células CHO, entre las versiones de BMPR2 wild type/mutante y las secuencias de LIMKI
y p120. Este ensayo permitio identificar que existe una potencial interaccion entre los segmentos
proteicos de LIMKI1 y BMPR2 wild type en un contexto ovarico. Sin embargo, no se evidenci6 una

perturbacion en la interaccion proteica entre BMPR2 mutante y LIMKI. Respecto a pl120, no se



logro replicar los hallazgos obtenidos en Y2H para su interaccion proteica con BMPR2. Estos
resultados no excluyen las posibles interacciones de BMPR2 con LIMKI y pl120. Se recomienda
considerar otras técnicas de validacion de interaccion proteina-proteina (e.g co-

inmunoprecipitacion) y evaluar los posibles efectos sobre las vias de sefalizacion asociadas a

BMPR2.



2. Introduccion

La insuficiencia ovarica primaria (IOP) afecta aproximadamente el 1% de las mujeres menores de
40 anos. Esta enfermedad se caracteriza por niveles elevados de gonadotropinas (FSH »40UI/L),
disminucion de los niveles de estrogenos y amenorrea. Numerosas causas han sido consideradas,
incluyendo las infecciosas, iatrogénicas, autoinmunes y genéticas. Recientes estudios han
utilizado la secuenciacion de siguiente generacion (NGS) como una alternativa para la deteccion
de nuevos genes candidatos para IOP. BMPR2 es un gen que codifica para un receptor quinasa tipo
IT de la proteina morfogénica osea, que se expresa en las células de la granulosa y participa en las
vias de senalizacion SMAD. Se ha demostrado que la mutacion de BMPR2 p. Ser987Phe tiene un
posible efecto sobre la localizacion subcelular de la proteina. En este trabajo de tesis, se realizaron
estudios para identificar las posibles interacciones proteicas de BMPR2 a través de ensayos de
doble hibrido en levaduras y en células CHO. Los resultados permitieron proponer la posible

interaccion de LIMK1 y BMPR2 en un contexto ovarico.



3. Justificacion

Este proyecto se enmarca en el estudio y la busqueda de nuevos marcadores moleculares de
insuficiencia ovarica primaria (IOP) de potencial uso clinico. Esta enfermedad es frecuente y
podria beneficiarse de abordajes clinicos tempranos que permitan la preservacion de la fertilidad.
BMPR2 y sus variantes constituyen potenciales biomarcadores de la enfermedad, los cuales deben
ser validados funcionalmente para su potencial uso clinico. La mutacion Ser987Phe es candidata

para ser validada por test in vitro.



4. Marco teorico

4.1 Foliculogénesis

La foliculogénesis se define como la transformacion de pequetios foliculos primordiales en
foliculos preovulatorios que ingresan al ciclo menstrual. La foliculogénesis se puede dividir en dos
fases principales. La primera fase, denominada preantral o independiente de gonadotropina, se
caracteriza por el crecimiento y la diferenciacion del oocito. Esta controlada principalmente por
factores de crecimiento producidos localmente a través de mecanismos autocrinos y paracrinos.
La segunda fase, denominada antral o dependiente de gonadotropina, se caracteriza por el
aumento del tamano del foliculo (hasta aproximadamente 25-30 mm) y esta regulada

principalmente por la FSH, la LH y factores de crecimiento (Williams & Erickson, 2012).

En la especie humana el desarrollo folicular comienza aproximadamente en el cuarto mes de la
vida intra-uterina (Baker, 1963). Las células germinales primordiales han migrado desde el
endodermo del saco vitelino a la cresta gonadal en la semana séptima de gestacion, sometiéndose
a divisiones mitoticas. En la cresta gonadal, las oogonias inician la primera division meiotica
alrededor de la semana 11-12 de gestacion y se convierten en oocitos primarios. Las células
somaticas que se originan en la gonada primitiva (células epiteliales superficiales, células
foliculares de la granulosa y teca, células intersticiales, fibroblastos) rodean la oogonia, formando
foliculos ovaricos rudimentarios (de 0,1 mm de diametro) (Gougeon, 1979). Los foliculos que
contienen oocitos detenidos en la etapa diploteno de la meiosis I, constituyen la reserva folicular
ovarica. El namero de foliculos que ocupan la reserva folicular se estima en aproximadamente 7
millones a las 20 semanas de gestacion (Baerwald et al., 2012). El namero total de oocitos
disminuye a menos de 1 millon al nacer, aproximadamente 300,000 a 500,000 restantes por ovario.
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Los oocitos que no estan dentro de los foliculos primordiales se pierden, probablemente por

atresia folicular (Adhikari & Liu, 2009).

La activacion o el reclutamiento inicial de los foliculos primordiales se define a partir del
crecimiento del propio oocito, acompanado de proliferacion y diferenciacion de las células de la
pregranulosa. Un foliculo primordial consiste en un pequefio oocito ( 15p de diametro), una capa
de células escamosas de la granulosa y una lamina basal delgada que encierra ambos tipos de
células (Conti & Chang, 2016). A medida que una mujer envejece, el proceso de reclutamiento
contintia de forma regular hasta que se agota la reserva total de foliculos primordiales, evento
llamado menopausia, el cual ocurre en la mayoria de las mujeres a los ~50 anos de edad (Erickson

& Chang, 2007).

El proceso de transicion de un foliculo primordial a uno primario comienza con el cambio en la
forma de las células de granulosa de una morfologia escamosa a una cuboidal, lo que a su vez esta
asociado a una division de las estructuras de la granulosa (Gougeon, 1996). Entre los factores
relacionados con el crecimiento folicular temprano, se encuentra el kit ligando, el cual es
producido por las células de la granulosa, mientras que las células germinales primordiales, los

oocitos y las células de teca expresan el receptor para el kit ligando, (c-kit) (Fortune et al., 2000).

Se han utilizado modelos animales, especialmente murinos, dirigidos a estudiar la via PI3K / AKT
involucrada en el crecimiento y la supervivencia celular lo que ha proporcionado algunas pistas
sobre los mecanismos que controlan la transicion de foliculo primordial a foliculo primario. Los
factores locales que activan este camino no se conocen del todo (Reddy et al., 2005). En contraste,
varios factores como GDF-9, BMP-7 Y BMP-15, han sido estudiados funcionalmente en varias
etapas tempranas de la foliculogénesis humana (Di Pasquale et al., 2006). En ovarios de rata, se

ha demostrado que BMP-7 activa la progresion del crecimiento del foliculo primordial (Lee et al.,



2001). En las ovejas, pero no en ratones, BMP-15 tiene un rol esencial en la progresion folicular en
etapas tempranas de la foliculogénesis y en la proliferacion de las células de la granulosa. En ovinos
portadores de una mutacion homocigota se produce un bloqueo en la etapa primaria de la
foliculogénesis e infertilidad (Hutt & Albertini, 2007). En ratones, se puede detectar GDF-9 en
todas las etapas del desarrollo de los oocitos. Un knockout (KO) de Gdf-9 en ratones, mostro un
desarrollo folicular comprometido, que no avanz6 mas alla de la etapa primaria de la
foliculogénesis (Fortune, 2003). Los hallazgos anteriores son importantes, ya que varios estudios
han asociado mutaciones en BMP-15 y GDF-9 en mujeres con insuficiencia ovarica. Las
mutaciones de BMP-15 se han definido como eventos genéticos mayores en la etiologia de la IOP

pues han demostrado un impacto funcional (Laissue, 2018; Laissue et al., 2008; Patifio et al., 2017a).

Durante la diferenciacion del foliculo primario, multiples eventos toman relevancia, como la
expresion de receptores de la FSH en las células de la granulosa. La evidencia en modelos animales
indica que la activina producida por las células de la granulosa puede incrementar la expresion de
receptores de FSH por mecanismos autocrinos (Erickson & Chang, 2007). La formacion de
uniones gap entre el oocito y las células de la granulosa es otro evento importante durante el
desarrollo del foliculo primario (Fragouli et al., 2014). Las uniones gap son formadas por una
familia de proteinas llamadas conexinas, expresadas en etapas mas tempranas del crecimiento del
foliculo primario. Estas uniones permiten el intercambio de moléculas de bajo peso molecular (e.g.:
adenosin monofosfato ciclico (AMPc), guanosin monofosfato ciclico (GMPc)) y nutrientes entre
las células de la granulosa y el oocito, los cuales son requeridos para la correcta funcion y el
crecimiento del oocito. A medida que el oocito crece, sintetiza y secreta matriz extracelular, la

zona pelacida (ZP), que a su vez encapsula el oocito (Conti & Chang, 2016).



El oocito rodeado de una zona pelticida completa, de 2 a 8 capas de células de la granulosa
cuboidales o columnares y una capa de teca inmediatamente periférica a la lamina basal, son las
caracteristicas del desarrollo del foliculo secundario. La teca consiste en varias capas de células de
tipo fibroblastos elongados que estan alrededor de todo el foliculo. Este crecimiento esta
acompanado de angiogénesis y de una exposicion del foliculo a hormonas sanguineas como LH,
FSH e insulina (Feher, 2012). Las células de la granulosa o posiblemente el oocito, producen
factores que dirigen este proceso. Entre los factores que se han considerado se incluyen el Kit
Ligando, GDF-9, el factor de crecimiento insulina (IGF-1), IGF-2 y la activina (Magoffin &

Magarelli, 1995).

Durante los estadios tardios del crecimiento del foliculo secundario, un fluido comienza a
acumularse entre algunas células de la granulosa, el cual se colecciona dentro de un espacio
llamado antrum. A partir de este momento el foliculo es llamado Foliculo de Graaf o foliculo
terciario. Este proceso es conocido como cavitacion o comienzo de la formacion del antrum, y es
dependiente de gonadotropina (Feher, 2012). Al mismo tiempo, se produce la diferenciacion de las
células de la teca, que se caracteriza por un cambio en una subpoblacion de células que rodean el
foliculo, convirtiéndose en células epiteliales y adquiriendo caracteristicas funcionales endocrinas
(Conti & Chang, 2016). Esta capa celular es llamada teca interna y expresa receptores de LH
(LHCGR). En la periferia de la teca interna esta una capa de células fusiformes que tiene
caracteristicas funcionales y ultraestructurales de células del musculo liso, constituyendo la teca
externa del foliculo terciario. La teca externa esta inervada por fibras autonomicas que parecen
desempenar una funcion en su contraccion, la cual ha sido implicada en los procesos de ovulacion

y atresia (Conti & Chang, 2016).
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Figura 1. Figura representativa de algunos factores involucrados en la formacion de las células
germinales primordiales, la oogénesis y la foliculogénesis. Modificado de: (Sanchez & Smitz,

2012)

En la parte interna de la teca se encuentra la lamina basal que funciona como una barrera del tejido
vascular, y también maltiples capas heterogéneas de células de la granulosa dentro de la pared del
foliculo. La posicion de las células de la granulosa crea cuatro dominios diferentes: 1) un dominio
externo o de membrana que comprende un epitelio pseudoestratificado, que hace contacto con la
lamina basal; 2) un dominio interno o periantral, que hace contacto con las células de la membrana;
3) el dominio cumulus oophorus, que hace contacto con las células periantrales; y 4) un dominio
corona radiata, que hace contacto con las células del camulo, asi como con la zona pelacida y el

oocito (Conti & Chang, 2016; Erickson & Shimasaki, 2000).



Los foliculos de Graff pueden ser divididos en 2 tipos: el foliculo dominante (sano) y el foliculo no
dominante (atrésico). La principal diferencia entre ellos consiste en la presencia o no de apoptosis
en las células de la granulosa. Este proceso depende de la expresion de genes especificos que
conducen a la diferenciacion y la proliferacion de las células del foliculo o que produzcan una
detencion del crecimiento y la activacion de la apoptosis (Craig et al., 2007; Erickson & Chang,
2007). Un pequeno grupo de foliculos de Graff son reclutados durante la fase luteinica de ciclo
previo, en los cuales se produce un aumento de la actividad mitotica en las células de la granulosa
incrementando el crecimiento del foliculo dominante, mientras que la tasa de mitosis es baja en

el foliculo no dominante (Erickson, 2008; Gougeon, 2004).

El incremento en el plasma de la FSH es importante para la seleccion del foliculo dominante. En
mujeres, la FSH plasmatica comienza a incrementarse al tiempo que la progesterona (P4),
mientras que el estradiol (E2) disminuye al final de la fase latea. El aumento de la FSH ocurre de
manera paralela con la disminucion de la inhibina A secretada por el cuerpo lateo, lo que sugiere
un efecto de la inhibina A en la regulacion de los niveles de FSH en el plasma (McGee & Hsueh,
2000; Welt et al., 1997). El incremento de la ESH en el plasma refleja un aumento progresivo de

la concentracion de FSH en el liquido folicular (McNatty et al., 1975).

Como resultado, si la FSH alcanza el umbral en el microambiente folicular, esta estructura se
convierte en el foliculo dominante el cual continuara su crecimiento hasta llegar a la fase
ovulatoria. Por el contrario, si la FSH no alcanza el umbral en el microambiente folicular, cae la
tasa mitotica y se desarrollan los foliculos no dominantes, los cuales avanzan a la fase de atresia

(Lew, 2018).

La foliculogénesis antral se caracteriza por la participacion del eje hipotalamo-hipofisis-gonada

(HHG), siendo la FSH esencial para proliferacion de las células de la granulosa, la produccion de
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estradiol y la expresion de los receptores de la LH. El mecanismo celular para la biosintesis del E2
folicular requiere de dos tipos de células (células de la teca intersticial y células de la granulosa),

y dos gonadotropinas (la FSH y la LH) (Anttonen, 2005).

Las células intersticiales de la teca producen androstenediona en respuesta a la estimulacion de la
LH. Launion de la LH con el receptor de LH activa la via de senalizacion de AMPc/PKA, que a su
vez activa genes que codifican enzimas esteroidogénicas (citocromo P450 (P450c22), 3B-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (33-HSD), y la P450 17a-hidroxilasa (P450c17). El resultado final
es la produccion de androstenediona, la cual se acumula en altas concentraciones en el fluido

folicular (Edson, Nagaraja, & Matzuk, 2009).

Los receptores de FSH ubicados en las células de la granulosa interacttian con la FSH, activando
la via de senalizacion de AMPc y PKA, lo cual conduce a la expresion de genes especificos que
controlan la produccion de estradiol, la expresion de la aromatasa de la familia P450 (P450arom) y
la17a - hidroxiesteroide deshidrogenasa (17a-HSD). De esta manera, las células de la granulosa del
foliculo dominante tienen la capacidad de convertir la androstenediona a testosterona, y

posteriormente a estradiol por accion de la P450 aromatasa.

El estimulo de la FSH sobre las células de la granulosa del foliculo dominante incrementa la
expresion de genes especificos de receptores de LH, los cuales tienen una funcion importante en
el proceso de la ovulacion al promover la induccion de los receptores de progesterona dependiente

de LH.
4.2 Ovulacion y luteogénesis

El foliculo preovulatorio rompe la supertficie del ovario y libera el complejo camulo-oocito (COC)

a través de un proceso denominado ovulacion. Este proceso ocurre en respuesta a la oleada
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preovulatoria de LH (“pico de LH”). Durante la ovulacion, los oocitos experimentan una

reanudacion de la meiosis.

Los oocitos completamente desarrollados permanecen detenidos en la primera profase debido a la
baja actividad del factor promotor de la maduracion (MPF), que es un complejo formado CDK1y
ciclina B que regula la transicion G2 / M del ciclo celular. La baja actividad de CDKI en oocitos
detenidos en meiosis I se mantiene mediante concentraciones relativamente altas de AMPc y

GMPc (Adhikari & Liu, 2009).

El aumento de la LH en fase preovulatoria hace que el nivel de AMPc en el ovocito disminuya al
bloquear la produccion de GMPc en las células de la granulosa, y permitir la reanudacion de la
meiosis. El oocito alcanza posteriormente la segunda metafase meiotica o la primera etapa del
cuerpo polar. El proceso meidtico no avanza a menos que el oocito sea fertilizado (Richards, 2018).
Concomitantemente, las células de la granulosa del camulo experimentan una serie de cambios en
la funcion y estructura llamados mucificacion, en respuesta a la oleada preovulatoria de laTLH. Las
células del camulo comienzan a secretar grandes cantidades de acido hialuronico en los espacios
extracelulares lo que produce la dispersion de las células del camulo y hace que el complejo
camulo oocito se expanda. El proceso de mucificacion es fisiologicamente importante para el
transporte y la fertilizacion del 6vulo dentro de la trompa de Falopio (Dekel, Lawrence, Gilula, &

Beers, 1981).

La liberacion del complejo cimulo-oocito esta ligada a la produccion de proteasas que degradan
los tejidos ovaricos en un area pequena llamada macula pelacida. Estudios en animales han
demostrado que la produccion de P4 y prostaglandina por la pared del foliculo desempena una
funcion importante en las actividades proteoliticas que ocurren durante la ovulacion. Los datos

mas relevantes provienen de experimentos de ratones knockout que mostraron que las hembras
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que carecian del gen para el receptor de P4 o del gen de la prostaglandina, no ovulaban y eran

infértiles (Lydon et al., 1995).

Después de la ovulacion, el foliculo se transforma en el cuerpo lateo. Las células intersticiales de
la teca y la granulosa restantes en el foliculo roto se diferencian en células del cuerpo lateo. Esta
estructura es altamente vascularizada y sirve como sitio de produccion de P4 y E2 durante la fase
latea del ciclo. Los cambios importantes que se producen durante el inicio y el final del desarrollo
del cuerpo lateo constituyen un proceso denominado luteogénesis. Tipicamente, este proceso se

divide en dos etapas: luteinizacion y luteolisis (Conti & Chang, 2016).

La LH es un regulador importante de la luteinizacion. En respuesta a la oleada preovulatoria de la
LH, los genes que codifican StAR, P450¢22, 38-HSD y P450arom se expresan a altos niveles en las
células del cuerpo lateo. Como consecuencia, se activan vias bioquimicas que conducen a la

produccion de grandes cantidades de P4 y E2 (Piprek, 2016).

Si se produce la fecundacion, el cuerpo lateo aumenta de tamano para convertirse en un cuerpo
lateo del embarazo; éste puede permanecer durante aproximadamente 6 semanas, después de lo

cual disminuye su tamano y funcion.

La luteolisis, o muerte del cuerpo lateo, se produce en dos fases. La primera es funcional y se asocia
con una disminucion marcada en la produccion de progesterona. Posteriormente contintia una
fase de regresion estructural, caracterizada por la muerte celular programada de las células luteas.
El cuerpo lateo disminuye en tamano y eventualmente se convierte en una cicatriz conocida como

cuerpo albicans (Stocco et al., 2007).
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4.3 Insuficiencia ovarica primaria (IOP)
4.3.1. Definicion

La insuficiencia ovarica primaria (IOP) es una patologia que tiene implicaciones para la salud y el
bienestar general de las mujeres, asi como para su salud sexual y reproductiva. La IOP se describe
como el cese prematuro de la funcion ovarica antes de los 40 anos y se caracteriza por la ausencia
de menarquia (amenorrea primaria) o 4-6 meses de amenorrea (amenorrea secundaria) y aumento

de los niveles séricos de la FSH (>401U/1) e hipoestrogenismo (Chapman et al., 2015).

Como consecuencia del hipoestrogenismo, la IOP se ha asociado con un mayor riesgo de
osteoporosis, osteoartritis y enfermedad cardiovascular (Podfigurna-Stopa et al., 2016). Las
mujeres diagnosticadas con IOP experimentan sintomas similares a la menopausia. Sin embargo,
estos sintomas también estan acompanados por una pérdida temprana de la fertilidad. Esta
pérdida de fertilidad puede deberse a una pérdida acelerada de los foliculos, a la incapacidad de
los foliculos restantes para responder a las senales ovulatorias, a una reserva ovarica inicialmente
reducida en el momento del nacimiento o a una combinacion de todas (Shelling, 2008). Puesto que
el desarrollo de la IOP se produce sin signos ni sintomas tempranos, el diagnostico de la IOP se

produce en la etapa final de la enfermedad (Chapman et al., 2015).

4.3.2. Epidemiologia

El riesgo de padecer insuficiencia ovarica prematura (IOP) antes de los 40 afios es del 1% en la
poblacion general (Coulam et al., 1986). La IOP se relaciona con presentaciones familiares en
aproximadamente el 15% de los casos, lo que sugiere la participacion de factores genéticos (Frani¢

et al., 2016). Estudios epidemiologicos han mostrado diferencias en la aparicion de IOP segtn el
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origen étnico, y es mas frecuente en mujeres caucasicas, afroamericanas e hispanas (Luborsky et

al., 2003).

4.3.3. Etiologia de la IOP

4.3.3.1. Causas no genéticas

Causas autoinmunes: entre el 4% y el 30% de los casos de IOP estan relacionados con mecanismos
autoinmunes (Conway et al., 1996). Algunos casos pueden deberse a un funcionamiento anormal
por parte del sistema inmunologico. El mecanismo exacto permanece desconocido, pero se ha
propuesto que factores genéticos o ambientales inicien la respuesta inmune. El complejo mayor
de histocompatibilidad, las citocinas, la inmunidad mediada por células y la inmunidad mediada

por anticuerpos tendrian funciones importantes (Nelson, 2001.).

Existen algunas evidencias del origen autoinmune de la IOP: 1. Presencia de ooforitis linfocitica
(Bakalov et al., 2005), 2. Evidencia de autoanticuerpos ovaricos (para células productoras de
esteroides, para la enzima 33-HSD) (Hoek et al., 1997), 3. Varios trastornos autoinmunes se han
asociado a IOP, el hipotiroidismo es el mas frecuente. Otros trastornos autoinmunes de tipo
endocrinos (hipoparatiroides, diabetes mellitus, hipofisitis) y no endocrinos (candidiasis cronica,
purpura trombocitopénica idiopatica, vitiligo, alopecia, anemia hemolitica autoinmune, sindrome
de Sjogren, lupus eritematoso sistémico, anemia perniciosa, artritis reumatoidea, sindrome de

Crohn, cirrosis biliar primaria y hepatitis activa cronica) (Betterle et al., 2002).

Causas iatrogénicas: La quimioterapia y la radioterapia pueden conducir a IOP en pacientes que
desarrollan una enfermedad maligna. La IOP iatrogénica ha aumentado con el tiempo, debido al
crecimiento exitoso del tratamiento del cancer en ninos, adolescentes y mujeres en edad

reproductiva y al aumento en la practica de la ooforectomia bilateral profilactica en el momento
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de la histerectomia (Sklar, 2005). La edad del individuo, el tipo de farmaco (uso de agentes
alquilantes) la dosis, y la adicion de radiacion al tratamiento son los principales factores
predictivos en el desarrollo de la disfuncion ovarica después de la quimioterapia (Oktem & Oktay,
2007). Se ha identificado un marcador bioquimico de la reserva ovarica, la hormona
antimuleriana sérica (AMH), que puede ser atil para evaluar la gonadotoxicidad de los regimenes
de quimioterapia (Anderson et al., 2000). En el cancer de ovario y cervical se requiere de
tratamiento quirargico el cual incluye salpingo-ooforectomia bilateral (SOB), lo que representa

aproximadamente el 25% de los casos de IOP iatrogénica (Maclaran & Panay, 2015).

Causas infecciosas: La ooforitis producida por parotiditis se ha considerado una causa de IOP. Se
desconoce la incidencia real de IOP post-oofritis. También se han descrito casos de infecciones
virales y microbianas, como tuberculosis, varicela, citomegalovirus, malaria y shigella, seguidos de

IOP (Ebrahimi & Akbari Asbagh, 2011).

Toxinas ambientales: el cigarrillo es la toxina mas estudiada que altera la funcion ovarica y, en
promedio, las fumadoras experimentan la menopausia mas tempranamente que las no fumadoras,

lo que sugiere un posible efecto perjudicial sobre la funcion ovarica (Di Prospero et al, 2004).

4.3.3.2. Causas genéticas

La identificacion de casos familiares con IOP indica una potencial relacion de los trastornos
genéticos en su patogénesis (Rudnicka et al., 2018). Ademas de los defectos genéticos de origen
cromosomico principalmente en las regiones del X, también se ha descrito la participacion de los
cromosomas autosomicos. Ademas, varios mecanismos genéticos implicados en la fisiopatologia
de IOP afectan el proceso de meiosis. Las causas genéticas de la IOP pueden conducir a

insuficiencia ovarica causando una disminucion en la cantidad de foliculos primordiales, un
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aumento de la atresia de los foliculos ovaricos debido a la apoptosis, o falla de la maduracion

folicular (Goswami & Conway, 2005).

4.3.4. Insuficiencia ovarica primaria sindromica

Sindrome de Turner

Es el defecto cromosomico mas comun en los humanos, caracterizado por la ausencia completa o
parcial de un cromosoma X. El sindrome de Turner afecta 1:2,500 mujeres nacidas vivas. La
monosomia (45,X) esta presente en aproximadamente el 45% de los casos, mientras que el resto
muestra una variedad de quimeras y anomalias estructurales (Yang, 2017). Este sindrome conduce
a disgenesia ovarica caracterizada por amenorrea primaria, baja estatura y otras caracteristicas
fenotipicas como cuello corto y torax ancho. En las mujeres con sindrome de Turner, la pérdida de
oocitos generalmente comienza en la nifiez como resultado de la atresia folicular acelerada
(Chapman, 2015). La tasa de mortalidad para los pacientes con sindrome de Turner es mayor que
la de las personas normales debido a la mayor incidencia de enfermedades cardiovasculares y

autoinmunes (Ebrahimi & Akbari Asbagh, 2011).
Galactosemia

Es un trastorno autosomico recesivo debido a la deficiencia en la enzima galactosa-1-fosfato
uridiltransferasa (GALT). Estos pacientes desarrollan danos hepatocelulares, oculares, renales y
neurologicos como resultado de la acumulacion de galactosa y sus metabolitos. La complicacion
mas comun a largo plazo reportada en ninas y mujeres con deficiencia de GALT es la IOP, con una
incidencia del 80%-90% (Fridovich-Keil et al., 2011). La fisiopatologia del dano ovarico en la
galactosemia puede deberse al efecto toxico de la galactosa (o uno de los metabolitos) en las

estructuras foliculares, a la disminucion del ntmero inicial de oogonias durante la vida fetal, a la
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atresia folicular acelerada después del nacimiento y antes de la pubertad, y a la funcion defectuosa
de las gonadotropinas. El mecanismo relacionado con la insuficiencia ovarica no se ha establecido

en pacientes con galactosemia e IOP (Rudnicka et al., 2018).
Sindrome de X fragil

Es un trastorno hereditario dominante ligado al cromosoma X, con penetrancia incompleta y una
prevalencia de 1/4000 en hombres y 1/6000 en mujeres. Es la forma mas comun de discapacidad
intelectual hereditaria y es causada por un incremento de las repeticiones del trinucleotido CGG
en la region 5' UTR del gen FMRI (Fragile X mental retardation 1), el cual se localiza en Xq27.3
(Ebrahimi & Akbari Asbagh, 2011). En individuos normales existen aproximadamente 45
repeticiones de CGG, mientras que 200 repeticiones se considera una mutacion completa que
conduce al silenciamiento completo de FMRI, debido a la hipermetilacion de la region regulatoria
causando el sindrome de X fragil. La cantidad de repeticiones dentro del rango de 55-199 se
conoce como premutacion y se asocia con un mayor riesgo de sufrir IOP (Chapman et al., 2015).

Entre las mujeres portadoras de la premutacion, aproximadamente 15% al24% tiene IOP (Mailick

etal, 2014) .

El mecanismo que conduce a la IOP en el X fragil aun no es claro. A medida que aumenta la
longitud de la premutacion, se incrementa un efecto de silenciamiento de la transcripcion y
disminucion o ausencia de la proteina resultante FMRP. Se ha demostrado en estudios de
expresion de FMRP en ovarios fetales que la proteina esta altamente expresada en células
germinales del ovario fetal (Rifé et al., 2004). Por lo tanto, FMRP puede desempenar una funcion
en la proliferacion de la oogonia y la determinacion del tamafio de la reserva ovarica. Otro

mecanismo propuesto es el efecto toxico acumulativo que pueden ejercer las premutaciones en
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las células de la granulosa , 1o que conduce a un aumento de la tasa de atresia folicular en la vida

reproductiva de una mujer (Rossetti et al., 2017).
Sindrome Blefarofimosis-Ptosis-Epicanto inverso (BPES)

Esta es una condicion autosomica dominante para la cual se han descrito dos tipos: en el tipo 1 las
anomalias palpebrales estan asociadas con infertilidad femenina debido a anomalias en los ovarios
y menopausia precoz. En el tipo 2, solamente se observan anomalias palpebrales. El gen FOXL2
(forkhead box L.2) localizado en 3¢23, se expresa principalmente en las células de la granulosa de los
ovarios desde la embriogénesis hasta la vida adulta. Mutaciones en el gen FOXL2 fueron
identificadas en los dos tipos de BPES (Crisponi et al., 2001). FOXL2 cumple una funcion en la
diferenciacion celular de la granulosa, lo cual esta respaldado por estudios in vitro que muestran
su expresion en células indiferenciadas. Fn modelos murinos knockout para FoxI2” se evidenci6 una

ausencia de la diferenciacion de células de la granulosa, lo que condujo a la activacion y reduccion

prematura de los foliculos primordiales (Uda et al., 2004).

4.3.5. Insuficiencia ovarica primaria no sindromica

FSHR y LHCGR

Los receptores de la FSH y la LH pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteina G
(GPCR), los cuales tienen una funcion importante en el reclutamiento y el desarrollo de los
foliculos ovaricos durante la foliculogénesis. Los genes FSHR y LHCGR se localizan en 2pl6.3. Las

mutaciones de pérdida de funcion que afectan a estos receptores causan resistencia a las
gonadotropinas con hipogonadismo hipergonadotrofico (Laissue, 2018; Themmen & Huhtaniemi,

2000)
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Se report6 una mutacion missense homocigota p.A189V localizada en el dominio extracelular de
FSHR que causa amenorrea primaria, hipogonadismo hipergonadotropico y ovarios hipoplasicos
con crecimiento folicular deteriorado. Sin embargo, esta mutacion parece ser particularmente
frecuente en la poblacion finlandesa, como resultado de un efecto fundador. En los estudios in
vitro, el receptor mutante mostrd una importante reduccion de la capacidad de union y de

transduccion de la senal, 1o que provoco una resistencia completa ala FSH (Aittomiki et al., 1995).

Otras mutaciones en diferentes regiones del gen FSHR han sido reportadas en mujeres con el
fenotipo clasico de insuficiencia ovarica prematura (Doherty et al., 2002; Meduri et al., 2003;
Touraine et al., 1999). Las variantes homocigotas del gen LHCGR son una causa rara de IOP en
mujeres con cariotipo 46, XX. Se caracterizan por presentar hipogonadismo hipergonadotropico
caracterizado por niveles de LH mas altos que los de la FSH (Latronico et al., 1996). La resistencia
a la LH causa un fenotipo de IOP caracterizado por oligomenorrea o amenorrea secundaria y la
presencia de multiples foliculos en diferentes etapas de maduracion que no llegan a la etapa de

ovulacion (Goswami & Conway, 2005; Rossetti et al., 2017).

FIGLA

El gen FIGLA (factor in the germline o) localizado en el cromosoma humano 2pl3.3, codifica una
proteina que pertenece a la familia de factores de transcripcion bHLH (basic helix-loop-helix), la cual
regula multiples genes especificos de los oocitos principalmente durante la formacion del foliculo
primordial y de la zona pelacida (glucoproteinas ZP1, ZP2, ZP3)(Huntriss et al., 2002; Laissue,
2015b). Las proteinas bHLH son un grupo de factores de transcripcion que especificamente se
unen a una secuencia consenso (CANNTG) llamada E- box, localizada en la zona promotora de

genes especificos (Han Zhao et al., 2008). FIGLA se expresa en los foliculos primordiales en
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humanos y en ratones. La proteina se une al E-box de la region promotora de los genes de la zona

pelacida ZP para promover su transcripcion (Bayne et al., 2004; Liang et al., 1997).

En los modelos murinos knockout para Figla, la formacion de los foliculos primordiales es
reducida y existe una pérdida rapida de oocitos después del nacimiento. Las hembras son estériles,
mientras que los machos no se ven afectados(Huntriss et al., 2002; Soyal et al., 2000). El fenotipo
de falla ovarica en el raton sugirio que FIGLA podria ser un candidato de IOP en humanos(Huntriss
etal.,2002; Han Zhao et al., 2008). En un estudio, efectuado en 100 mujeres chinas con diagnostico
de IOP, se realizo la amplificacion por PCR y secuenciacion del gen FIGLA, identificando 3 nuevas
variantes heterocigotas. Entre las variantes identificadas se encontraba la mutacion p.Asnl40del,
de la cual se realiz6 analisis funcionales en los que se demostro que la mutacion limitaba la
interaccion de FIGLA con TCF3-HLH (Zhao et al., 2008). Esta interaccion es importante para la
formacion de heterodimeros que posteriormente se unen a la E-box de la region promotora del gen

ZP2 humano (Bayne et al., 2004).
NOBOX

El gen NOBOX (newborn ovary homeobox), localizado en el cromosoma 735 en la especie humana,
codifica un factor de transcripcion que contiene un dominio proteico denominado homeodominio
(homeobox), altamente conservado con la de los roedores (Suzumori et al., 2002). NOBOX se une
a segmentos de ADN localizados en la region promotora de los genes blanco, para regular la
expresion de otros genes especificos del oocito, ademas de ser esencial para la foliculogénesis

(Rajkovic et al., 2004; Suzumori et al., 2002).

Se han descrito algunos genes involucrados en el desarrollo folicular que son regulados de forma

indirecta o directa por Nobox , entre los que se encuentran: Gdf9, Bmpl5, Pou5fl, Oogl, Pad6, Oospl,
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Jagly Astl (Paul Laissue, 2015a; Rajkovic et al., 2004). Ratones hembras knockout para Nobox™"
recién nacidos, mostraron una cantidad normal de células germinales y de foliculos primarios, los
cuales no progresaron a las siguientes etapas de maduracion durante el periodo postnatal, lo que

condujo a una disminucion prematura de los foliculos y a infertilidad (Laissue, 2018; Rajkovic et

al., 2004).

En un estudio en el que se secuencio el gen NOBOX en un grupo de 96 mujeres americanas con
diagnostico de TOP, se identifico 2 mutaciones tipo missense en el homeodominio: p.Arg355His y
p-Arg360GIn (Qin et al., 2007). Estudios funcionales confirmaron que la mutacion p.Arg355His
genera alteraciones en la union del homeodominio de NOBOX con los elementos de union de ADN

de los genes blanco (Qin et al., 2007).

En una cohorte de 178 mujeres con diagnostico de IOP, en la que se realiz6 la secuenciacion directa

de NOBOX, se identificaron 19 variantes, de las cuales 5 demostraron un efecto sobre la union y
las transactivacion del promotor de GDF9 (Bouilly et al., 2011). Asi mismo, se plante6 que la

haploinsuficienica podria ser el mecanismo genético responsable de la IOP (Bouilly et al., 2011).

NR5AI

El gen NR5AI (nuclear receptor subfamily 5 group A member 1), codifica para un factor de transcripcion
llamado SF-1 (steroidogenic factor 1), localizado en el cromosoma 9¢33.3. NR5ALI es un factor de
transcripcion perteneciente a una superfamilia de receptores nucleares, el cual se une al promotor
de multiples genes involucrados en la diferenciacion gonadal y en la modulacion de la
esteroidogenesis a través del eje hipotalamo-hipofisis-suprarrenal/ovario (Paul Laissue, 2015b;
Lourenco et al., 2009). SF-1 tiene una estructura que incluye, en la region N-terminal un dominio

de union al ADN de tipo dedos de zinc, una A- box, un dominio de union a ligandos, una region
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rica en prolina y un dominio de activacion AF-2 ubicado en la region C-terminal de la proteina
(Paul Laissue, 2015a). SF-1 se expresa durante la vida fetal y adulta en tejidos como la corteza de
la suprarrenal, en las células de Sertoli, en las células de Leydig y en el ovario en las células de la

granulosa, en las células de la teca y en el cuerpo lateo, en la hipofisis, el hipotalamo y en el

hipocampo (Schimmer & White, 2010).

SE-1 regula la transcripcion de importantes genes involucrados en el desarrollo sexual y la
reproduccion, como STAR, CYPI7AL, CYPIIAIL LHB, AMH, CYPI9A1, INHA NROBI, 38-HSD, SCP-
2,HDL-Ry NP-CI (Paul Laissue, 2015a; Lourenco et al., 2009). Modelos knockout para Sf-1
mostraron en ratones recién nacidos, agenesia gonadal y de las glandulas suprarrenales,
disminucion de la expresion de las gonadotropinas, letalidad a los 8 dias de nacidos por
insuficiencia suprarrenal(Zhao et al., 2007). En otro modelo de raton knockout de Sf-1 se observo
una marcada disminucion de la expresion de SF-1 especificamente en las células de la granulosa,,
lo que condujo a una disminucion en el ntmero de oocitos, ausencia de cuerpo lateo y aun a

hipoplasia de los ovarios, seguido de infertilidad (Pelusi et al.,2008).

Se han identificado mutaciones de SF-1 en pacientes con diagnostico de insuficiencia suprarrenal
primaria, disgenesia gonadal 46,XX y 46, XY (Ferraz-de-Souza et al., 2011; Laissue, 2015b).
Posteriormente, se identificaron varias mutaciones en NR5AI causales de IOP, las cuales se
encontraron en mujeres con amenorrea primaria o secundaria: una mutacion puntual heterocigota
(c.3G>A) y otra homocigota (c.877G>A) y dos deleciones heterocigotas (¢.390delG y c.666delC).
Estas dos deleciones conducen a una proteina truncada de 295 aminoacidos que carece del

dominio de unién a ligandos y el dominio AF-2 (Lourenco et al., 2009). Otros estudios han
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descrito mutaciones en NR5AI en mujeres con IOP, pero solo algunas de ellas han sido validadas

a través de estudios funcionales (Camats et al., 2012).
BMPI5

BMPI5 (también conocido como GDF9B), esta localizado en el cromosoma Xpll.22. Codifica para
una proteina que pertenece a la familia de factores de crecimiento TGF-B. BMPI5 (bone
morphogenetic protein15) esta involucrada en la regulacion de la foliculogénesis y la ovulacion. Puede
considerarse como uno de los factores mas importantes en la biologia del ovario y la fertilidad de
los mamiferos (Chang et al., 2002; Laissue, 2018). BMPI5 es expresado en el oocito desde las etapas
tempranas de la foliculogénesis participando en el desarrollo folicular, en el crecimiento y

diferenciacion de las células de la granulosa (Laissue, 2015b; Persani et al., 2014; Shimasaki et al.,

2004).

BMPIS5 es sintetizado como una molécula precursora inactiva (pre-propéptido) que contiene un
péptido senal en la region de N- terminal seguido de un prodominio (propéptido) y un dominio
maduro en la region de C-terminal (Chang et al., 2002; Persani et al., 2014). Durante la sintesis, el
predominio conduce el plegamiento y la dimerizacion de la region madura (Hashimoto et al.,
2005). Luego del clivaje del péptido maduro, BMPI5 es secretado extracelularmente desde el
oocito para posteriormente unirse a los receptores tipo I (ALKO6) y tipo IT (BMPRII) en la
superficie de las células de la granulosa (Moore et al, 2003; Patifo et al., 2017¢; Persani et al., 2014).
La union al receptor produce la activacion de la via de senalizacion intracelular Smadl/5 y la
expresion de genes como Ptx3, Has2, and Ptgs2 involucrados en la expansion de las células del

cumulus (Moore et al., 2003; Liliana C. Patino et al., 2017; Peng et al., 2013).
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BMPI5 se co-expresa con GDF9, un factor que también pertenece a la familia de TGF-f y es
sintetizado por el oocito, y participa conjuntamente en la foliculogénesis. Existe evidencia de
interacciones sinérgicas entre BMPI5 y GDF9 a nivel genético, bioquimico y funcional
(Mottershead et al, 2015; Patino et al, 2017a). BMP15 puede formar homodimeros
(BMP15:BMP15) o heterodimeros (BMP15:GDF9). Se ha demostrado que en humanos los
heterodimeros tienen mayor potencial regulador sobre las funciones de las células de la granulosa
(Peng et al., 2013). Los heterodimeros BMP15:GDF9 requieren un complejo de senalizacion
(BMPRIIL, ALK4/5/7, ALK6) con el cual se unen los heterodimeros y estimulan la fosforilacion de

SMAD?2/3 regulando genes blanco (Laissue, 2015a; Peng et al., 2013).

Se ha demostrado que las mutaciones de BMP-15 y GDF-9 en diferentes especies de mamiferos
conducen a diferentes fenotipos (Juengel et al., 2004; Shimasaki et al., 2004). En modelos animales
se demostro6 por primera vez la importancia de BMPI5 en la foliculogénesis y su participacion
como una probable causa de patologias ovaricas. La identificacion de mutaciones en BMPI5 en
ovejas mostro fenotipos de infertilidad en estado homocigotos, mientras que los portadores

heterocigotos mostraron mayores tasas de ovulacion y un aumento en el namero de las crias

(Galloway et al., 2002; Raffaella Rossetti et al., 2009).

La primera mutacion en el gen BMPI5 en humanos fue identificada en dos hermanas con
insuficiencia ovarica caracterizada por amenorrea primaria y disgenesia ovarica. La mutacion
heterocigota ¢.704A>G (p.Tyr235Cys), mostro6 un efecto dominante negativo comprometiendo la
proliferacion de las células de la granulosa en humanos (Di Pasquale et al., 2004). Hasta la fecha
han sido identificadas numerosas mutaciones en BMP15 pero tnicamente algunas se han validado

como etiologia de IOP (Laissue, 2015b; Patifo et al., 2017a; Persani et al., 2014).
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4.4 BMPR2

Los receptores de proteinas morfogénicas 6seas (BMPR) pertenecen a la superfamilia de factores
de crecimiento transformante beta (TGF-B). Estos receptores transmembranales serina/treonina
quinasa estan divididos en dos grupos: tipo I (BMPR1) y tipo II (BMPR2) (Machado et al., 2003).
El gen de BMPR2 esta localizado en el cromosoma 2q33, el cual contiene 13 exones y codifica para
una proteina de 1038 aminoacidos. BMPR2 esta formada por un dominio de union a ligandos
extracelular, un dominio transmembrana y un dominio serina/treonina quinasa intracelular.
Ademas, contiene una larga cola citoplasmatica que es una caracteristica tUnica entre los

receptores TGF-f (Machado et al., 2006).

BMPR2 es expresado en varios tejidos y 6rganos como el endotelio vascular pulmonar, musculo
liso vascular pulmonar, cerebelo, hipocampo, glandula tiroides, corazon, higado, pancreas y rinon.
Adicionalmente, en el ovario BMPR2 se expresa en células de la granulosa (Kim et al., 2017;
Shimasaki et al., 2004). BMPR2 es el receptor de las proteinas morfogénicas oseas, (BMPs), las
cuales regulan el crecimiento y diferenciacion celular, la apoptosis en diferentes lineas celulares
(células mesenquimales y epiteliales) y participan en procesos como el mantenimiento y

reparacion de tejidos y la embriogénesis (Morrell, 2006).

BMPR2 tiene una mayor respuesta a ligandos especificos como: BMP-2, BMP-4, BMP-6, BMP-7,
BMP-15, GDF-9, GDF-5 y GDF-6. En general, se ha reportado que los heterodimeros de BMP son
mas potentes activadores de la via de senalizacion que los homodimeros. La union de BMPs con
BMPR2, produce la fosforilacion del receptor de tipo I, formando un complejo receptor que, a su
vez, activa el proceso de senalizacion intracelular a través de la fosforilacion de las proteinas R-
SMAD, es decir, SMADI, SMAD5 o SMADS8 (Gomez-Puerto et al., 2019). R-SMAD forma un

complejo con Smad4 (Co-SMAD) el cual funciona como un activador de transcripcion al
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localizarse en el nticleo donde el complejo regula la transcripcion de varios genes diana a través de

su asociacion con otros factores de transcripcion (Kim et al., 2017; Zilberberg et al, 2007).
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Figura 2. Cascada de senalizacion mediada por BMP y BMPR2. Modificado de (Kim et al., 2017))

Por el contrario, las rutas de sefializacion de TGF-f y activina reclutan a Smad2 y Smad3, los cuales
pueden formar complejos heteroméricos con Smad4. Una caracteristica importante es la
activacion de factores independientes de la via de senalizacion de SMAD como son MAPK, LIMK,
ROCK, Rho, que regulan la transcripcion de genes que intervienen en la diferenciacion y el

crecimiento celular (Machado et al., 2000).

La identificacion de variantes del gen BMPR2 ha tomado gran relevancia dado su posible relacion
con enfermedades como Hipertension pulmonar, cancer, obesidad entre otras. Se han encontrado

mutaciones sinonimas, sin sentido, cambio del marco de lectura, mutaciones del sitio de corte y
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empalme, lo cual puede resultar en algunos casos en la alteracion en la sefializacion mediada por
BMPR2 (Wang et al., 2014). Las mutaciones de BMPR2 han sido encontradas en un 75% de los
pacientes con Hipertension pulmonar hereditaria (HPH) y solo en un 15% de los pacientes con
Hipertension pulmonar idiopatica (HPI). La HPH ha sido definida como una enfermedad
autosomica dominante con penetrancia incompleta. Solo un 20% de las personas que tienen una
mutacion en el gen BMPR2 desarrollan HPH, lo que sugiere que se requieren de otros factores

genéticos, y la presencia de agentes ambientales para desarrollar la enfermedad (Kim et al., 2017).

RC34TR
p.C34TY
BW13X p.N&O3S
pwWax p.C118W R.R3I2IX p.Q433X p.E345X
117 % 150 203 I I 504 I 1038
ECD ,]] KD cD
171 ‘
p.C483R y
p.CE2H pA3I3P ©.D485G p.NE5HIsK 1D
p.Q42R | p.C11BW p.R332X g;jg}‘g p RIS
p.G4TN p.G182D p.C347R p ES03D
p.M136Y
p.R213X p.N519K
p.K23015X27
™ ~ DOMINIO DOMINIO
| | PEPTIDO SENAL D EXTRACELULAR TRANSMEMBRANA
DOMINIO QUINASA [:] DOMINIO
— CITOPLASMATICO

Figura 3. Mutaciones de BMPR2 validadas experimentalmente. Modificado de (Kim et al., 2017).

Las mutaciones en BMPR2 estan localizadas con mayor frecuencia en el dominio de union del
ligando y en el dominio quinasa. Hasta hoy en dia, se han reportado aproximadamente 400
mutaciones en pacientes con hipertension pulmonar primaria (HPP) y solo algunas han sido

validadas mediante ensayos funcionales. La mayoria de estos ensayos han reportado que las
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mutaciones de BMPR2 existen alteraciones en la cascada de sefalizacion mediada por SMAD

(Kim et al., 2017; Machado et al., 2006)

Se ha demostrado en estudios previos la importancia de la cola citoplasmatica del receptor BMPR2
en la interaccion con otras proteinas. En el caso de LIMKI, por medio de experimentos de
inmunoprecipitacion, se demostrd que mutaciones en esta region de BMPR2, relacionadas a HPP,
pueden alterar de forma parcial o total la interaccion entre estas dos proteinas (Foletta et al.,
2003). En el analisis de las funciones de la cola citoplasmatica de BMPR2 se ha tratado de
establecer su relacion con la via de senalizacion SMAD. Investigadores compararon la actividad
transcripcional de BMPR2 dependiendo de la ubicacion de la mutacion en los diferentes dominios,
encontrando que hay una pérdida de la actividad transcripcional relacionada con las mutaciones
en los dominios extracelular y quinasa, mientras que en las mutaciones del dominio
citoplasmatico, se mantiene la actividad de la proteina pero con menos eficiencia en comparacion

con BMPR2 wild type (WT) (Nishihara et al, 2002).

Se ha identificado otro tipo de proteinas que interacttan con el dominio citoplasmatico de
BMPR2, utilizando como metodologia la electroforesis en gel bidimensional y la espectrometria
de masas. Se identificaron aproximadamente 11 proteinas que se encontraron en interaccion con
el dominio citoplasmatico, sugiriendo que este dominio puede tener una funcion de sitio de
acoplamiento para multiples proteinas regulatorias de vias de senalizacion independiente de
SMAD (Hassel et al., 2004). En otros estudios funcionales, se utilizé6 como método un ensayo de
doble hibrido en levaduras, el que se identifico una nueva interaccion entre el dominio
citoplasmatico de BMPR2 y la proteina Tctex-1. Estos dos factores estan localizados en el
endotelio y el musculo liso vascular, por lo que se han relacionado en la fisiopatologia de HPH

(Machado et al., 2003).
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Figura 4.Posibles mecanismos celulares y proteinas que interacttian con el dominio

citoplasmatico de BMPR2. Modificado de (Hassel et al., 2004)

En otras patologias, se ha demostrado una importante relacion entre las mutaciones de BMPRs 'y
la progresion de algunos tipos de cancer. Las alteraciones en la expresion de estos receptores se
relaciona con un pobre pronodstico en pacientes con cancer de prostata y colon, aunque el
mecanismo relacionado es un poco conocido (Gomez-Puerto et al., 2019). Las vias de senalizacion
de BMPs se han relacionado igualmente con el control de la diferenciacion de los adipocitos, por

lo que BMPR?2 fue propuesto en la fisiopatologia de la obesidad (Kim et al., 2017).
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En el contexto del ovario, un estudio de Fonseca et al., 2015, en 12 mujeres afectadas por IOP, se
utilizo la secuenciacion de siguiente generacion (NGS, por sus siglas en inglés Next Generation
Sequencing) de 70 genes candidatos. Se identificaron varias mutaciones, una de ellas en el gen
BMPR2, en una paciente de 37 afios con amenorrea secundaria y sin signos clinicos ni paraclinicos

de hipertension pulmonar primaria.

En este estudio, en cual participé durante mis actividades de la presente tesis de maestria, se
realizaron predicciones de patogenicidad (SIFT y PolyPhen2) de esta variante, la cual sugirio un
posible efecto deletéreo. No se encontro esta variante en el grupo control y su frecuencia alélica
minima fue menor del 19% (MAF < 0.01). Ademas, en el alineamiento de las secuencias proteicas
con diferentes especies de vertebrados, se observo que la mutacion BMPR?2 p.Ser987Phe afectaba
un residuo altamente conservado durante la evolucion (Fonseca et al,, 2015). En la paciente
afectada por mutacion BMPR2 ¢.2960C>T se identifico una variante en el gen LHCGR ¢.296A>G con
una baja prediccion de patogenicidad. Al estudiar la segregacion familiar, se evidencio que
tnicamente la paciente con IOP portaba las dos mutaciones BMPR2 ¢.2960C>T y LHCGR ¢.296A>G,
y que los miembros de la familia son portadores sanos de cada una de las mutaciones. Esto sugirio

que las dos variantes podrian tener un efecto aditivo.

Estudios funcionales posteriores, se focalizaron en la evaluacion del posible efecto deletéreo sobre
la localizacion subcelular de la mutacion p. Ser987Phe en BMPR2 en células CHO (células de
ovario de hamster chino). Se identifico que esta mutacion conduce a una localizacion anormal y a
una retencion de BMPR2 mutante en el reticulo endoplasmico, lo que podria ser el resultado de
una alteracion de la conformacion tridimensional y el plegamiento de la proteina (Patifio et al.,
2017a). Lo anterior puede estar asociado ignalmente a una alteracion enlainteraccion del dominio

citoplasmatico de BMPR2 con otras proteinas, afectando la via de sefializacion intracelular

31



SMAD, contribuyendo con la etiologia de la IOP (Foletta et al., 2003; Fonseca et al., 2015;

Machado et al., 2003; Patifio et al., 2017)

Por ultimo, es importante senalar que numerosas publicaciones del Centro de investigacion en
Genética y Genomica de la Universidad del Rosario fundamentan y complementan los abordajes
tedricos y experimentales citados en el trabajo presentado (Caburet et al., 2012; Carlosama et al.,
2017, 2018; Delcour et al., 2019; Fonseca et al., 2014, 2015; Fonseca, Garzon, et al., 2012; Fonseca,
Ojeda, et al., 2012; Laissue, I’'Hote, et al., 2009; Laissue, 2015a, 2018; Laissue et al., 2016; Lakhal et
al., 2008; Lakhal et al., 2009, 2010; Ojeda et al., 2011; Patifio et al., 2017; Patifo et al., 2017, 2019;
Patino et al., 2017; Prada y Laissue, 2014; Quintero-Ronderos et al., 2017, 2019, Quintero-Ronderos

y Laissue, 2018, 2019; Vatin et al., 2012, 2014).

32



5. Preguntas de investigacion

{Cuales son las posibles proteinas que interacttian con el dominio citoplasmatico de

BMPR2 en el contexto ovarico?

{Puede la mutacion p. S987F en BMPR2 alterar la interaccion proteina-proteina,

contribuyendo con la etiologia de la IOP?

6. Objetivos

6.1 Objetivo general

Identificar potenciales proteinas de interaccion de BMPR2.

6.2 Objetivos especificos

Establecer si las nuevas interacciones proteicas de BMPR2 se producen en tejido ovarico
Determinar si la mutacion p. Ser987Phe en BMPR2 afecta la interaccion con sus partners

proteicos.
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7. Materiales y métodos

7.1 Identificacion de las potenciales proteinas de interaccion con BMPR2

7.11. Ensayo de doble hibrido (yeast two-hybrid system, Y2H)

El sistema de doble hibrido en levaduras (Y2H), se desarrollé por primera vez en 1989, se
realiza in vivo, siendo un método util y sensible para detectar proteinas de interaccion estable,
débil y transitoria (Fields & Song, 1989; Lin & Lai, 2017). Este sistema se basa en la deteccion
de una interaccion entre dos proteinas mediante la reconstitucion funcional de un factor de
transcripcion que activa uno o mas genes reporteros. Un factor de transcripcion contiene un
dominio de union al ADN (DBD, DNA-binding domain) y un dominio de activacion (AD,
activation domain). En un tipico sistema de doble hibrido, una proteina “X” de la cual se quiera
determinar su interaccion con otras proteinas, es fusionada al DBD del factor de transcripcion
Gal4 de la levadura, es lo que se define como bait. Los fragmentos de proteinas derivados de
las librerias de cDNA son fusionados a AD de Gal4, es lo que se denomina prey. EI DBD puede
unirse a la secuencia de activacion corriente abajo (UAS, upstream activating sequence) de un
promotor que solo puede activarse con la presencia de un AD. La interaccion entre el bait y el
prey reconstruye el factor de transcripcion funcional que activara la expresion de gen reportero.
Un gen reportero comunmente utilizado es His3, el cual codifica para una enzima que sintetiza

la histidina. Si se expresa hay crecimiento de colonias en medios de cultivo carentes de

histidina. A partir de estas colonias se realiza extraccion de ADN que posteriormente es
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secuenciado y analizado para identificar una parte de la secuencia del ADN que codifica la

proteina de interaccion (partner)(Mehla et al., 2015).

El Y2H es un sistema complementario de

métodos bioquimicos como la co-

inmunoprecipitacion, seguido por un analisis con western o espectrometria de masas que

permite incrementar la precision en la determinacion de las interacciones (Lin & Lai, 2017).

PREY
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HIS3

Figura 5. Fundamento de sistema doble hibrido Y2H. Modificado de (Hybrigenics)

El ensayo de Y2H, en el cual yo participé durante el presente trabajo de tesis, se encuentra descrito

en la tesis de Daniel Silgado, el cual se realiz6 en el laboratorio Hybrigenics, en Paris, Francia

(Silgado, 2017). En estos experimentos se utilizaron, el fragmento para el bait, parte del dominio

C-terminal de Bmpr2 de raton (Mus Musculus) que corresponde a los nucleotidos 1534 hasta el 3114,
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region codifica para los aminoacidos Lys>'? hasta Leu!®*8. El bait fue clonado en el vector pB27 (N-
LexA-bait-C fusion). La region clonada en el bait corresponde a la region homologa de BMPR2 en
humano y en la que se encuentra la mutacion en estudio p. Ser987Phe. Las proteinas prey fueron
fragmentos producidos de una libreria de ADNc de ovario de raton y cada uno fue clonado en
plasmidos pP6. Fueron procesados 318 clones y se analizaron 70,1 millones de posibles
interacciones. El crecimiento de clones positivos en medios carentes de histidina, se analizo
realizando la amplificacion por PCR de los fragmentos encontrados en el prey, con posterior

secuenciacion de sus extremos 3’y 5 (Silgado, 2017).

La clasificacion de la interaccion esta distribuida en 6 categorias que miden las interacciones de
alta confiabilidad (A) hasta interacciones de menor confiabilidad(E), de acuerdo con el Porcentaje

Biologico Preditivo (PBS). Ademas, el Y2H determina la secuencia de la proteina minima del prey

para la interaccion con el bait, llamado SID (Selection Interaction Domain).

Tabla 1. Categoria de las interacciones entre proteinas, segn el Global PBS.

CATEGORIA | Global PBS

A Muy alta confiabilidad en la interaccion

B Alta confiabilidad en la interaccion

C Buena confiabilidad en la interaccion

D Moderada confiabilidad en la interaccion

E Baja confiabilidad en la interaccion

F Artefactos técnicos probados
experimentalmente
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7.2 Sistema doble hibrido en células eucariotas. ChakeMate™ Mammalian
Two-Hibrid System

Los resultados del sistema Y2H (Hybrigenics) fueron realizados sobre ADNc de una libreria de
ovario de raton. Buscamos comprobar que la interaccion proteina-proteina se presentara también
entre proteinas humanas. Se utilizo para esto el sistema doble hibrido en células eucariotas
CheckMAte Mammalian Two-Hybrid System (Promega). En este sistema el dominio de union al ADN
(DBD) y el dominio de activacion transcripcional (DA), se encuentran en plasmidos separados. De
esta manera una proteina(“X”) es fusionada al DBD y la segunda proteina (“y”) es fusionada al DA.
La interaccion entre las proteinas X y Y resulta en la transcripcion de del gen reportero de

luciferasa.
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Figura 6. Sistema CheckMateMT Mammalian Two-Hybrid System (Promega)
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En este sistema los ADNc que codifican para las proteinas Xy Y deben ser clonados en los vectores
PBIND y pACT. El vector pBIND contiene el DBD de GAL4 (aminoacidos 1-147) que se encuentra
corriente abajo a la region de clonaje maltiple. Este vector expresa la luciferasa de Renilla reniformis
que permite normalizar las diferencias en la eficiencia de transfeccion. El vector pACT contiene el
DA de VP16 (aminoacidos 411-456) encontrandose corriente debajo de la region de clonaje
multiple. Contiene el gen de la fosfotransferasa de neomicina que le confiere la propiedad de

resistencia a analogos de la neomicina. El vector pG5luc contiene 5 sitios de union corriente abajo

de la caja TATA, y posee el gen reportero de la luciferasa firefly (luc+).

Las construcciones de los vectores pBIND y pACT son transfectadas junto con el vector pG5lucen
células eucariotas. Después de 2 -3 dias de la transfeccion, las células son lisadas para
posteriormente realizar la cuantificacion de Renilla y luciferasa firefly usando Dual-Luciferase®
Reporter Assay System. La interaccion entre las dos proteinas resulta en un incremento en la

expresion de luciferasa firefly en comparacion a los controles negativos.
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7.2.1. Construcciones plasmidicas de BMPR2 wild type y mutante con secuencias
humanas

Se utilizo el plasmido pEGFP-NI-BMPR2 WT - 3 GFP, que contiene la region codificante
completa de BMPR2 wild type (WT), el cual fue proporcionado por el profesor Nicholas Morrel

(Cambridge, UK) (Rudarakanchana et al., 2002).

7.2.2. Generacion de la mutacion ¢.2960C> T de BMPR2 mediante mutagénesis
dirigida
La mutacion en BMPR2 ¢.2960CT que afecta la region C-terminal de la proteina BMPR2 p.

Ser987Phe fue insertada mediante mutagénesis dirigida utilizando el kit GeneArt® Site
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Mutagenesis System (Thermo Fisher Scientific) y siguiendo el protocolo recomendado por la casa

comercial.

La técnica consiste en la metilacion del ADN plasmidico (plasmido utilizado: pEGFP-N1-BMPR2
WT -3 GFP) y amplifica el plasmido en una reaccion de mutagénesis con 2 primers que contengan

la mutacion:

e BMPR2-m2960c-t-F: S’TAAGCGGTGGCGCCCCTICACCTGGGTCATCTCCAB’

e BMPR2-m2960c-t-R: S’TGGAGATGACCCAGGTGIAGGGGCGCCACCGCTTAB’

Para esta técnica se requiere la mezcla de los reactivos que se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 2. Condiciones para la mutagénesis.

Por cada tubo
10X Accuprime 5pl
10X Enhancer S5pul
Primer mix (10 pM c/u) 15pul

ADN plasmidico (50ng):  pEGFP-NI- | 2,5pl

BMPR2 WT -3 GFP

ADN metilasa 1pl

SAM 25X 24l

ACCUPRIME (2,5u/p) ADN polimerasa 0,5pul

Agua de PCR 32,5l

La mezcla es sometida a una PCR con las siguientes condiciones descritas a continuacion:
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Tabla 3.Programacion del termociclador para la mutagénesis dirigida

Temperatura Tiempo
Metilacion 37°C 20min

94°C /min
Ciclos 18
Desnaturalizacion 94°C 30seg
Anillamiento 55°C 40seg
Extension 68°C 6min
Extension final 68°C 5min

Después de obtener el producto de PCR (tamario del inserto: 3.5Kb + tamano del vector: 4.7 Kb,
tamanio del producto total: 8,2Kb), se realizo la mezcla para la reaccion de recombinacion (Tabla
4) y se dejo en incubacion por 10 minutos. Se detuvo la reaccion adicionando 1 pl de 0.5M EDTA
y se introdujeron los tubos en hielo por 5 minutos. Posteriormente, se procedio a la transformacion

siguiendo el procedimiento descrito a continuacion (apartado 6.2.3.)

Tabla 4. Reaccion de recombinacion.

Por cada tubo
5X Butffer (-80°C) 4pl
Agua de PCR 10l
Producto de PCR 4pl
10X Enzima Mix (-80°C) 2pl
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7.2.3. Transformacion

Se realizo la transformacion con el vector pEGFP-N1-BMPR2 ¢.2960C>T-mut - 3° GFP en células
competentes One Shot® MAX Efficiency® DH5a™-T1 E.coli las cuales son suministradas en el kit
GeneArt® Site Mutagenesis System (Thermo Fisher Scientific). Se utiliz6 un vial de 50pl de
bacterias y se adicion6 2pul del producto de la reaccion de recombinacion, se incubaron en hielo
durante 12 minutos. Luego se realizé un choque térmico a 42°C por 30 segundos, y rapidamente
se coloco 2 minutos en hielo. Después, a la mezcla se le adiciono 250pl de medio S.O.C y se dejo
en agitacion continua a 250rpm por 1 hora a 37°C. Posteriormente, se sembraron 100pl en placas

de agar LB con kanamicina y se dejaron en incubacion durante toda la noche a 37°C.

El dia siguiente se picaron las colonias y se sembraron en 5ml de medio de cultivo liquido LB Broth
con kanamicina y se dejo en agitacion a 250rpm y 37° C durante toda la noche. Luego se realiz6 la
extraccion del ADN plasmidico de acuerdo con el protocolo de QIAprep Spin Miniprep Kit.
Adicionalmente se realiz6 verificacion mediante secuenciacion de Sanger utilizando un primer
foward T7 (especifico del plasmido) y un primer interno que se une a BMPR2 ( HuBMPR2-2118F: 5°

GCTTTACCCACTCATAAAACTTGCAG 3).

7.2.4. PCR para clonaje en pCR™4-TOPO® TA Vector

Se realizo una PCR sobre los plasmidos pEGFP-NI-BMPR2 WT - 3' GFP y pEGFP-NI-BMPR2
mut- 3’ GEP con dos primers que contienen secuencias de reconocimiento para las dos enzimas de

restriccion Sall y Notl (Tabla 5, Tabla 6), presentes también en el sitio de clonaje multiple de los

vectores pACT y pBIND.
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Tabla 5. Primers para amplificacion de BMPR2

Primer Secuencia

BMPR2-Sall-2F 5 ACG CGT CGA CACAAATCT
GTGAGCCCAACAGICAAY

BMPR2-Notl-2R 5AAG GAA AAA AGCGGCCGCTCA
CAGACAGITITCATTCCTATAICTIT?®

Tabla 6. Condiciones de PCR para el clonaje en plasmido pCR™4-TOPO® TA

Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion Inicial 95° 10 min
Ciclos 15
Desnaturalizacion 95° 40 seg
Anillamiento 57° 40 seg
Extension 72° 1 min
Extension final 72° 10 min

El producto amplificado corresponde a un fragmento de ADNc de 1586 pb (desde nucleotido 1534

hasta el nucleotido 3114) que codifica 526 aminoacidos de BMPR2 (desde Lys'? hasta Leu!®8) y

contiene el sitio en el que se encuentra la mutacion en estudio BMPR2 ¢.2960C>T (p.S987F).

Se realizo una electroforesis en un gel de agarosa al 1% en buffer TBE 1X y bromuro de etidio (4%)
para comprobar la amplificacion de la region de interés. Para la purificacion del ADN amplificado

se uso el kit PureLink® Quick Gel Extraction (Invitrogen).
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7.2.5. Clonaje del ADNc de BMPR?2 wild type y mutante

Para este proceso se utilizaron, los fragmentos de ADNc de BMPR2 obtenidos en la PCR anterior
y el sistema TOPO-TA Cloning (Invitrogen) (Figura 8.). Los productos de PCR deben tener
extremos poliadenilados, para lo cual se utilizo para la amplificacion la taq polimerasa que tiene
una actividad terminal no dependiente de la secuencia molde e incorpora el nucledtido
deoxiaminidasa (A) al extremo 3’ del producto de PCR. El vector lineanizado pCR4™4-TOPO®
TA tiene un residuo deoxitimidina (T) en el extremo 3. Esto permite que el producto de PCR (con
cola poli A en 3) se ligue eficientemente con el vector pCR™4-TOPO® TA (Invitrogen, 1953). Con
este clonaje se obtuvo finalmente las construcciones pCR-TOPO4/BMPR2 wild type y pCR-

TOPO4/BMPR2 ¢.2960C>T, con los respectivos sitios de restriccion de las enzimas Sall y Notl

(Tabla 7).
73 b0 33 bp
r | 33 bp 60 bp
J ~ _T l-i
- ;% Je=
| MI3R T3 ’%Si_i IJ"SL%_ T7 M13F |
<>
o
2 pCR'4-TOPO'

4.0 kb

Figura 8.Vector pPCR™4-TOPO® TA. (Invitrogen)
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Tabla 7. Condiciones de clonaje en pCR4-TOPO

BMPR?2 wild type BMPR2¢.2960C>T
Producto PCR (100ng/ pl) | 1,6pl Lopul
Vector pCR4-TOPO 1pl 1pul
Solucion salina 1pl 1pl
Agua libre de endonucleasas | 2,4 pl 2,4pl
Tiempo incubacion (T° | 1hora 1 hora

ambiente

lanoche a 37°C.

7.2.6. Transformacion
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Se realizo transformacion utilizando los vectores pCR-TOPO4/BMPR2 wild type y pCR-
TOPO4/BMPR2 ¢.2960 CT vy las células Escherichia coli quimio-competentes One Shot TOP10
Competent Cells (Invitrogen). Se utiliz6 un vial de 50pl de bacterias y se adicion6 2pl del producto
de clonaje, se incubaron en hielo durante 30 minutos. Luego se realizé choque térmico a 42°C por
30 segundos, y rapidamente se coloco 5 minutos en hielo. Después, a la mezcla se le adiciono

250p1 de medio S.O.C y se dejo en agitacion continua a 250rpm por 1 hora a 37°C. Posteriormente,

se sembraron 100pl en placas de agar LB con ampicilina y se dejaron en incubacion durante toda

El dia siguiente se picaron las colonias y se sembraron en 5ml de medio de cultivo LB Broth con
ampicilina y se dejo en agitacion a 250rpm y 37° C durante toda la noche. Luego de realizo

extraccion del ADN plasmidico de acuerdo con el protocolo de QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen).




Adicionalmente se realizo PCR de verificacion con el primer foward T7 que se une al plasmido y dos
primers internos (BMPR2-Sall-2F y BMPR2-NotI-2R) que hibrida con el fragmento especifico de

BMPR2.

7.2.7. Digestion con enzimas de restriccion

Se tomaron las construcciones plasmidicas pCR-TOPO4/BMPR2 wild type y pCR-TOPO4/BMPR2
¢.2960 OT, que contienen los sitios de restriccion en 5’y 3, y el vector pACT para realizar un
proceso de digestion con las enzimas Sall y Notl. Se utilizo el NEBuffer 3.1, en el cual ambas

enzimas presentan una actividad del 100% (New England BioLabs).

Las condiciones para la reaccion de digestion fueron las siguientes:

Buffer 3.1 (10X) 5ul
NotI (10X) 1l
Sall (20X) 0,5p1
Producto para | 10pl
digerir (100ng/pl)

Agua 33,5pl
Vol. Final reaccion | 50pl

Se realiz6 una incubacion a 37°C por 4 horas. El producto final de digestion se pasa por
electroforesis en un gel de agarosa (1%) en buffer TBE 1X (Tris/Borato/EDTA). Luego se realiz6 la

extraccion de los amplicones correspondientes con el kit PureLink Quick Gel Extraction (Invitrogen).
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7.2.8. Ligacion de amplicones BMPR2 W Ty BMPR2mut en el vector pACT

Para la ligacion del fragmento de BMPR2 wild type y BMPR2 mut en el vector pACT se utilizo T4
ligasa de ADN (Invitrogen), que liga los fragmentos de ADN de interés al vector mediante enlaces
covalentes. Teniendo en cuenta que el tamano del vector es de 5566 pby el del inserto de 1586 pb

se calcul6 la cantidad de ADN del inserto con la siguiente formula:

100ngVector x tamaiio del inserto(pb)
ng Inserto= X3
Tamano del vector (pb)

Se realizaron los siguientes calculos para cada inserto y las condiciones para la reaccion ligacion:

Tabla 8. Calculos para la ligacion de BMPR2 WT y BMPR2 mut en el vector pACT.

BMPR2 WT BMPR2 mut
ng del inserto 84 84
[ ] del producto de 20,66 23,29
extraccion de
banda (ng/pl)
Cantidad del 4 3,6
producto utilizado
en la ligacion (pl)

Tabla 9. Condiciones de reaccion de ligacion de BMPR2 WT y BMPR2 mut en el vector pACT.

BMPR2 WT BMPR?2mut
Agua Opl 9,4 pl
Inserto pl 4pl 3,6 pl
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Buffer Ligasa | 4yl 4l
Vector pACT | 1yl 1pl
T4 ADN 2yl 2pl
ligasa

Incubacion en termociclador a 16°C por 16 horas

7.2.9. Transformacion

Se realizo la transformacion siguiendo el protocolo descrito previamente (apartado 1.2.1.6),

utilizando 2 pl del producto de ligacion y 50 pl de bacterias Escherichia coli quimio-competentes

One Shot TOPO 10 Competent Cells (Invitrogen).

Se realizo PCR sobre el ADN de las colonias para verificar la ligacion de los fragmentos (BMPR2
WT y BMPR2 mut) en el vector pACT. Se utiliz6 un primer reverse T3 que se une al plasmido y un
primer interno (forward) que se hibrida con un fragmento especifico de las dos versiones de BMPR2

(huBMPR2_2118F: 5’ GCTTTACCCACTCATAAAACTTGCAG 3).

Las construcciones plasmidicas fueron enviadas a secuenciacion con primers internos y sobre el
vector. Finalmente, se realizaron minipreps empleando el kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen) y se

conservaron a -20°C.

7.2.10. Construcciones plasmidicas con insertos de LIMKly p120

Para la obtencion de la region codificante de LIMKI y pI120 en humano (ver anexo 1y 2), se
realizo la extraccion de ARN total a partir de una muestra de tejido de placenta almacenada

en trizol (TRIzol® Reagent), la cual se incub6 a temperatura ambiente durante 5 minutos para
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permitir la disociacion completa del tejido y del complejo nucleoproteina. Luego, se adiciono
200pl de cloroformo frio por cada ml de Trizol, y se agit6 vigorosamente durante 15 segundos
a temperatura ambiente durante 3 minutos. Se centrifugo6 a 12000rpm por 15 minutos a 8°C. Se
tomo el sobrenadante y se transfirio a un nuevo tubo Eppendorff de 2ml, al cual se le adicionaron
500 pl de isopropanol frio por cada ml de Trizol, y se dejo en incubacion a 20°C durante 10
minutos. Después, se centrifugdé a 12000rpm por 10 minutos a 4°C y se descarto el
sobrenadante. Se lavo el pellet con ImL de etanol frio al 75% por cada ml de Trizol, se mezclo
con vortex y se centrifugd a 7500rpm por 5 minutos a 4°C y luego se descarto el sobrenadante.
Finalmente, se dejo secar el tubo boca abajo sobre una toalla de papel a temperatura ambiente
durante 10 minutos y luego se adicion6 50pl de agua libre de RNAasa y se resuspendio
suavemente, se realizo una incubacion final a 55°C durante 10 minutos. Se cuantifico y se
almaceno a -80°C de forma inmediata.

Luego se obtuvo el ADNc utilizando el kit Superscript I11 First-strand synthesis system for RT-PCR
(Invitrogen). Siguiendo el protocolo, inicialmente se realizo una mezcla con: ARN (750ng/pl)
3pl + oligo DT 1pl + ANTPs 1l + H20 7pl. Se incubo la mezcla a 65°C por 5 minutos y luego en

hielo 1 min. Luego se preparo la mezcla para la sintesis de ADNc de la siguiente manera:

Tabla 10. Preparacion de la mezcla para la sintesis de ADNc con el kit Superscript I1I First-
strand synthesis system for RT-PCR (Invitrogen).

Ix
Buffer RT 10X 24l
MgCl, (25mM) 4pl
DTT 0.IM 24l
RNaseOUT™ (40U/pL) Ipl
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SuperScript® I[II RT Ipl

(200U/pL)

De la anterior mezcla se agregaron 10pl por reaccion, se mezclo e incub6 a 50°C por 50 minutos

y luego se incubo a 85°C por 5 minutos y posteriormente se mantuvo en hielo. Se adiciono 1pl

de RNase H dejando la mezcla a 37° por 20 minutos. El producto se almaceno a -20°.

7.2.11. PCR para el clonaje en el plasmido pCR™4-TOPO® TA Vector

Se amplifico el ADNc de LIMK]1y p120 con dos primers que incluian en sus extremos secuencias

de reconocimiento para las enzimas Sall y Notl. Para LIMKI el producto amplificado

correspondia a un fragmento de 397pb (desde la posicion 77 hasta la posicion 473) el cual

codifica para 131 aminoacidos (desde Ser? hasta Ser™) y para pI120 el producto amplificado

correspondia a un fragmento de 999 pb (desde la posicion 1545 hasta la posicion 2543) que

codifica para 334 aminoacidos (desde Asp®® hasta Asn®#®) (anexo 1, 2). En la Tabla 11 se

muestra la secuencia de los primers y en la Tabla 12 las condiciones de la PCR:

Tabla 11. Primers para la amplificacion de LIMK1 y p120

Secuencias de primers

LIMKI1

hLIMKlcMat Sall 1F

5-acgcGTCGACACGTGTGTGCAAGCTGCGGCCA-3

hLIMKIcMat Notl IR

5~ atagtttaGCGGCCGCCAGGTGGGAGCCAGGGGAGT -3

pI20

hCTNNDIcMat Sall 1F

5-acgcGTCGACACCATTCTGGTTGGGAGCGGG-3

hCTNNDIcMat_Notl IR

5~ atagtttaGCGGCCGCTGAATGACTGCTCTGGCTT-3
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Tabla 12. Condiciones de PCR para el clonaje en el plasmido pCR™4-TOPO® TA Vector

Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95° 10 min
Ciclos (n=20)
Desnaturalizacion 95° 40 seg
Anillamiento 57° 40 seg
Extension 72° 40 seg
Extension final 72° 10 min

Ambos fragmentos amplificados son ortologos de los clones reportados en el ensayo doble hibrido
en levaduras (Tabla 14, ver anexo 3 y 4), cuya interaccion con la region C-terminal de Bmpr2 en
raton fue determinada en la categoria A (alto porcentaje de probabilidad) (detalles en el apartado
Resultados). Se realizo un gel de agarosa al 1% en buffer TBE 1X para comprobar la amplificacion

de la region de interés. Para la purificacion del ADN amplificado se us6 el kit PureLink® Quick Gel

Extraction (Invitrogen).

7.2.12. Clonaje de LIMKly pI20en pCR4-TOPO y transformacion bacteriana

Los fragmentos de ADNc de LIMK]1 y pI20 amplificados fueron clonados usando el sistema TOPO-
TA Cloning (vector pCR4-TOPO) (Invitrogen). Para la transformacion, se utilizaron células de
Escherichia coli quimio-competentes One Shot TOP10 Competent Cells (Invitrogen). Se utiliz6

el mismo protocolo descrito previamente (apartado 6.2.9.). Posteriormente, se realiz6 una PCR de
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colonia con un primer forward T7 que se une al plasmido y un primer interno (reverse) que se hibrida

sobre LIMKI o p120.

A las construcciones plasmidicas positivas se les extrajo el ADN plasmidico utilizando el
protocolo del kit PureLink Quick Plasmid Miniprep (Quiagen)y fueron enviadas a secuenciacion con
primers internos y localizados sobre el vector (hLIMKIcMat_Sall_1F, hCTNNDIcMat _Sall_1F y

primer foward T7).

7.2.13. Clonaje de los fragmentos de LIMKI1 y p120 en el vector pBIND mediante
digestion-ligacion.

Para los procesos de digestion de los productos amplificados y ligacion en el vector pBIND se

sigui6 la metodologia descrita en 6.2.7. y 6.2.8., respectivamente.

7.2.14. Co-transfeccion de las construcciones plasmidicas

Para este ensayo se utilizaron células CHO (Chinese Hamster Ovary), las cuales fueron sembradas
24 horas antes de la transfeccion. Se utilizaron cajas de 24 pozos (80.000 células por pozo)
utilizando 40 pozos, medio DMEM-FI2 con 10% SFB (Suero Fetal Bovino) y Pen/strep
(Penicilina/Streptomicina) 1% (Invitrogen-Gibco). Las células se encontraban en confluencia del

809% al momento de la transfeccion.

Se realizo el protocolo de transfeccion de CheckMate™ Mammalian Two-Hybrid System (Promega),

manteniendo una proporcion de 1:1:1 (200ng) para cada una de las construcciones en la

transfeccion. Simultaneamente se co-transfectaron los vectores pACT-MyoD y pBIND-Id que
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correspondian a los controles positivos, los cuales codifican y expresan dos proteinas que
interactaan in vivo. Los vectores pACT y pBIND vacios se usaron como control negativo. Las co-
transfecciones se efectuaron al menos tres veces en sextuplicado. Para transfectar se utilizo el
lipido cationico FuGENEG Transfection reagent (Promega) y Opti-MEM (medio libre de SFB 'y
Antibiotico) (Thermo Fisher scientific). Se calculo la cantidad de ADN (pg) y FuGENEG6 (ul)

necesarios para mantener una proporcion de 1:3 (Tabla 13.)

Tabla 13.Calculos para la co-transfeccion.

Mezcla | Construccion 1 Construccion 2 pG5luc FuGENEG6 | OptiMEM

1 BMPRZWT/pACT | LIMKI/pBIND (200ng/pl) | 12,6l 1414 pl
(200ng/pl) 14 il (200ng/pl) 14 pl 42pl

2 BMPR2mut/pACT LIMKI/pBIND (200ng/pl) 12,6 pl 141,4 pl
(200ng/pl) 14 pl (200ng/pl) 14 pl 42l

3 BMPRZWT/pACT | pl20/pBIND (200ng/pl) | 12,6 pl 1414 pl
(200ng/pl) 14 pl (200ng/pl) 14 pl 42l

4 BMPR2mut/pACT | pl20/pBIND (200ng/pl) | 12,6 pl 1414 pl
(200ng/pl) 14 1l (200ng/pl) 14 1l 427l

5 PACT/mio (C+) pBIND/Id (C+) (200ng/pl) 12,6l 141,4 pl
(200ng/pl) 12l (200ng/pl) 12pl 42pl

6 PACT vacio (C-) PBIND vacio (C-) (200ng/pl) 6,3l 70,7l
(200ng/pl) 7 (200ng/pl) 7 21l

Se realizo la mezcla de FuGENE 6(Promega) y OptiMEM (Thermo Fisher Scientific) y se dejo en

incubacion durante 15 minutos a temperatura ambiente. Luego, se adiciono el ADN calculado, se

mezclo y se incub6 durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, de cada caja de
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24 pozos se retir6 el medio DMEM (Invitrogen-Gibco) y se reemplaz6 por 500ul/pozo de medio
OptiMEM (Thermo Fisher scientific). De la mezcla de transfeccion se adicionaron 25pul a cada
pozo y se incubo a 37°C durante 48 horas para permitir la expresion proteica. Finalmente, se
extrajo el medio OptiMEM y se realiz6 el lavado de los pozos con PBS. Se anadio 100pl del buffer
de lisis a cada pozo y la placa se llevo a agitacion a 100 rpm a temperatura ambiente por una hora.
Se realizo raspado de las células en cada pozo. Los lisados celulares fueron transferidos a tubos

Eppendorf (lisado).

7.2.15. Ensayo: Gen reportero luciferasa

Se uso el protocolo Dual Luciferase Reporter Assay System para cuantificar la cantidad de Renilla
luciferasa y firefly luciferasa (Promega). Se agrego 100pl del reactivo de ensayo de luciferasa II
(LAR II) en cada uno de los tubos Eppendorf para lectura mas 20pl de lisado celular y se mezclo
pipeteando 2 a 3 veces. Se realizo la lectura en un luminometro GloMax® 20/20 y se registro la
medicion de la actividad de firefly luciferasa. Después, se retir6 la muestra del luminometro y se
anadieron 100 pl del reactivo Stop & Glo®. Se mezclo suavemente y se volvio a colocar la muestra
en el luminometro para realizar la lectura, la cual registro la actividad de Renilla luciferasa. Los
resultados fueron reportados en unidades relativas de luciferasa (URL) y la significancia

estadistica fue estimada con la prueba t-Student.
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8. Resultados

8.1 Ensayo de doble hibrido en levaduras (yeast two-hybrid system, Y2H)

El ensayo de doble hibrido (Y2H) realizado a partir de una libreria de ADNc de ovario de raton, se
identifico 4 proteinas que interactuaron con la region bait de Bmpr2, clasificadas en la categoria A

segtin PBS (muy alto porcentaje de probabilidad). Las proteinas identificadas fueron: Limk1 (17

clones), Ctnndl (p120, 28 clones), Fnl (9 clones), Fasn (9 clones), se describen en la Tabla 14.

En los resultados se permitio identificar la region de interaccion (SID: Selected Interaction Domain )

de cada una de las proteinas: Limkl comprende entre el aminoacido 27 y el 157, Fnl se encontro
entre el aminoacido 835 y el 886, Fasn comprende desde el aminoacido 866 y el 967, y finalmente

Ctnndl (p120) se encontro desde el aminoacido 415 al 746.
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Tabla 14. Proteinas identificadas en el ensayo Y2H con Categoria A(PBS) (Modificado de

Hybrigenics)
ID DEL | TIPO DE NOMBRE DEL INICIO- MARCO DE PBS
CLON SECUENCIA | GEN PARADA (nt) LECTURA
pB27_C-237 3p Mus musculus - Fasn 3165 ?? ﬂ
pB27_C-364 5p/3p Mus musculus - Fasn 1905..2901 IF m
pB27_C-83 5p Mus musculus - Fasn 2l IF
pB27_C-103 35p Mus musculus - Fasn 2532 IF m
pB27_C-69 5p/3p Mus musculus - Fasn 25323263 IF A
pB27_C-275 5p/3p Mus musculus - Fasn 2541.3129 IF ﬂ
pB27_C-46 5p/3p Mus musculus - Fasn 2571..3159 IF Al
pB27_C-317 5p/3p Mus musculus - Fasn 2571.3155 IF
pB27_C-260 5p/3p Mus musculus - Fasn 25953165 IF (A
pB27_C-213 3p Mus musculus - Ctnnd1 2240 ?? m
pB27_C-310 3p Mus musculus - Ctnnd1 .2408 ?? ﬂ
pB27_C-367 3p Mus musculus - Ctnnd1 _2637 ? ﬂ
pB27_C-308 b5p Mus musculus - Ctnnd 1 1077 IF ﬂ
pB27_C-199 5p/3p Mus musculus - Ctnnd1 1086..2240 IF ﬂ
pB27_C-86  5p/3p Mus musculus - Cinnd1 1086..2240 IF m
pB27_C-122 5Sp/3p Mus musculus - Ctnnd1 1086..2240 IF ﬂ
pB27_C-297 5p Mus musculus - Ctnnd1 1086 IF ﬂ
pB27_C-372 5p/3p Mus musculus - Ctnnd1 1086..2240 IF ﬂ
pB27_C-360 5p/3p Mus musculus - Cinnd1 1086..2240 IF ﬂ
pB27_C-2 Sp/3p Mus musculus - Ctnnd1 1098_2716 x IF ﬂ
pB27_C-90 Sp/3p Mus musculus - Ctnnd11 1098.2716 X IF m
pB27_C-353 5p/3p Mus musculus - Ctnnd 1 10982716 X IF A
pB27_C-148 5p/3p Mus musculus - Cinnd1 1110..2651 x IF m
pB27_C-136 5p/3p Mus musculus - Cinnd1 1110..2651 X IF A
pB27_C-163 5Sp/3p Mus musculus - Ctnnd1 1110..2651 x IF ﬂ
pB27_C-198 5p/3p Mus musculus - Ctnnd1 1110..2651 X IF A
pB27_C-78 5p/3p Mus musculus - Ctnnd1 1110..2651 x IF ﬂ
pB27_C-336 5p/3p Mus musculus - Cinnd1 1110..2651 x IF A
pB27_C-325 5Sp/3p Mus musculus - Ctnnd1 11102651 x IF ﬂ
pB27_C-318 &Sp/3p Mus musculus - Ctnnd1 1110..2651 x IF ﬂ
pB27_C-376 5Sp/3p Mus musculus - Ctnnd1 1110..2651 x IF ﬂ
pB27_C-346 5p/3p Mus musculus - Ctnnd11 1110..2651 x IF A
pB27_C-338 G&Sp/3p Mus musculus - Ctnnd1 1110..2651 x IF H
pB27_C-160 5Sp/3p Mus musculus - Ctnnd11 11252723 X IF ﬂ
pB27_C-74  5p/3p Mus musculus - Ctnnd 1 1125.2716 X IF (A
pB27_C-98 5p Mus musculus - Ctnnd1 1185 IF ﬂ
pB27_C-305 5p/3p Mus musculus - Cinnd 1 1242 2263 IF Al

56




ID DEL | TIPO DE NOMBRE DEL INICIO- MARCO DE PBS
CLON SECUENCIA | GEN PARADA (nt) LECTURA
pB27 _C-170 5p/3p Mus musculus - Fnil 2229 2658 IF ﬂ
pB27 _C-91 5p/3p Mus musculus - Fnl 23102673 IF (A
pB27_C-44 5p Mus musculus - Fnl 2310 IF ﬂ
pB27 _C-61 5p Mus musculus - Fn'l 2397..2658 IF (A
pB27 _C-246 5Spi3p Mus musculus - Fnil 2397 2658 IF ﬂ
pB27 _C-218 5p/3p Mus musculus - Fnl 2397_2658 IF
pB27_C-324 5p/3p Mus musculus - Fnl 2442 3433 IF ﬂ
pB27 _C-256 5p/3p Mus musculus - Fnil 25023612 IF ﬂ
pB27 _C-202 5pi3p Mus musculus - Fnil 25023612 IF ﬂ
pB27 _C-184 5p/3p Mus musculus - Limk1 -29 473 OO0F2
pB27 _C-10 5p/3p Mus musculus - Limk1 -29 473 O0F2
pB27_C-82 ap Mus musculus - Limk1 -29 473 O0F2 Al
pB27 _C-245 3p Mus musculus - Limk1 10..549 OOF1
pB27 _C-35 5p/3p Mus musculus - Limk1 10..549 OO0F1 A
pB27_C-286 5p/3p Mus musculus - Limk'1 13..730 OO0F1 (A
pB27 C-73 5p/3p Mus musculus - Limk1 13..730 O0F1
pB27 _C-169 5p/3p Mus musculus - Limk1 58529 OO0F1 H
pB27 _C-101 5p Mus musculus - Limk1 58..529 OO0F1 ﬂ
pB27 _C-133 5p/f3p Mus musculus - Limk1 58.529 OO0F1
pB27_C-195 &p/3p Mus musculus - Limk1 58.529 OOF1 ﬂ
pB27 _C-293 5p/f3p Mus musculus - Limk1 58.529 OOF1
pB27_C-307 5p/f3p Mus musculus - Limk1 58.529 OOF1 ﬂ
pB27_C-1 opl3p Mus musculus - Limk1 58..529 OO0F1 ﬂ
pB27_C-70  5p/3p Mus musculus - Limk1 58..529 O0F1
pB27 _C-79 &5p/l3p Mus musculus - Limk1 58529 OO0F1 H
nB27 C-374 5ni3n Mus musculus - Limlk1 7 911 QOFE2 ﬂ

8.2 Sistema de doble hibrido en células eucariotas - CheckMate™
Mammalian Two-Hybrid System con secuencias humanas.

Los resultados del sistema doble hibrido en células eucariotas CheckMate™ Mammalian Two-
Hybrid System se evaluaron segtin la cuantificacion de las unidades relativas de luciferasa, lo que

permitio establecer la posible interaccion entre las regiones proteicas de LIMK1y BMPR2, a partir
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de la transfeccion de las construcciones plasmidicas. Los niveles cuantificados de luciferasa fueron
aproximadamente 40 veces mas altos en las células co-transfectadas con vectores que contenian a

BMPR2 WT/MUT y LIMKI comparado con las cé¢lulas transfectadas con vectores vacios (Figura
9).

A partir de estos resultados se pudo confirmar la interaccion de BMPR2 y LIMKI, observandose
una diferencia estadisticamente significativa (p=< 0,001) en comparacion con los controles
negativos. A diferencia de lo que se esperaba, se present6 mayor actividad de la luciferasa en las
células co-transfectas con BMPR2 MUT/LIMKI en comparacion con las células co-transfectadas

con BMPR2 WT/LIMK], siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p=<0,001).

No se demostro interaccion de p120 con BMPR2 al observarse una actividad de luciferasa igual o

menor en comparacion a los controles negativos, siendo estadisticamente no significativo.
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Figura 9. Resultados expresados en URL (unidades relativas de luciferasa) en el ensayo
CheckMate™ Mammalian Two-Hybrid System. *P<0,05; **P<0,01; ***P< 0,001.
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9. Discusion

Este trabajo se fundamento en la busqueda de las potenciales interacciones proteicas entre el
dominio citoplasmatico de BMPR?2 y otras proteinas expresadas en un contexto ovarico. Se utilizo
el sistema doble hibrido en levaduras (Y2H), como un método de screening inicial y una libreria de
ADNc de ovario de raton Mus Musculus. Este sistema ha demostrado tener una alta sensibilidad
para la identificacion de potenciales interacciones entre proteinas (Stynen, et al., 2012). La libreria
elegida es de relevancia biologica para el modelo en humanos puesto que previamente se ha
demostrado la expresion de Bmpr2 en el ovario de raton. Ademas su homologia con su ortologo
humano es de aproximadamente el 80% en términos de secuencia (Sun et al., 2010). Con el sistema
de Y2H usado en nuestro trabajo, logramos tamizar aproximadamente 70 millones de
interacciones y procesar al menos 318 clones, logrando identificar cuatro proteinas con probable
interaccion con Bmpr2: Limkl, p120(Ctnndl), Fasn y Fnl. Estimamos que estas interacciones son

relevantes ya que fueron reportadas por el sistema Y2H en categoria de mayor grado de confianza

(PBS A).

A pesar de ser un sistema robusto y ampliamente usado como tamizaje inicial en la identificacion
de interacciones proteicas es importante considerar que este sistema hibrido puede arrojar falsos
negativos y/o positivos. Respecto a los falsos negativos se han atribuido a una baja representacion
del ARNm en la biblioteca utilizada, mientras que los falsos positivos son secundarios
principalmente a la activacion del gen reportero sin que el bait y el pray interacttien, o a la
interaccion de dos hibridos que no tengan una relevancia biologica (artefactos biologicos, que no
estan presentes en la misma localizacion subcelular o el mismo tiempo bajo condiciones
fisiologicas) (Wilson, et al., 2003). En este caso se empleo el sistema PBS en cada interaccion para

filtrar posibles falsos positivos.
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Es importante resaltar, que de las cuatro proteinas identificadas en el Y2H, LIMKI se habia
reconocido previamente como partner de BMPR2. En el estudio realizado por Foletta et al., se
describio este hallazgo, utilizando el sistema Y2H propuesto en nuestro trabajo, demostrando la
importancia del dominio citoplasmatico de BMPR2 en la interaccion con LIMKI y de su posible
contribucion con la etiologia de hipertension pulmonar primaria (Foletta et al., 2003). Teniendo
en cuenta que nuestros resultados validan los hallazgos previos, estimamos que el sistema Y2H
explorado es adecuado para identificar potenciales interacciones proteina-proteina en el marco de

nuestra pregunta de investigacion.

Teniendo en cuenta que el sistema doble hibrido en levadura representa un método de screening, es
necesario realizar otro tipo de ensayos que permitan validar estas interacciones en un entorno
mas fisiologico en células eucariotas (Luo, et al, 1997). Para esto utilizamos el ensayo
CheckMate™ Mammalian Two-Hybrid System. El alcance del presente trabajo permitio evaluar
a LIMKI y p120 como posibles partners de BMPR2 (se comentara sobre las otras proteinas en el
apartado de perspectivas). Los resultados obtenidos a través del ensayo de CheckMate permitio
establecer que existe una potencial interaccion entre los segmentos proteicos de LIMK1 y BMPR2
wild type, (p=¢< 0.005). Por consiguiente, la obtencion de resultados similares por dos métodos de
identificacion de interaccion proteina-proteina permiten establecer que LIMKI interacttia con

BMPR2, en este caso en un contexto ovarico (Foletta et al., 2003; Lee-Hoeflich et al., 2004).

Referente a los hallazgos de la potencial interaccion entre las proteinas BMPR2-MUT y LIMK]I,
nuestros experimentos mediante CheckMate no permitieron evidenciar una perturbacion en la
interaccion proteina-proteina, lo que dificulta la interpretacion de los resultados en el marco de la

etiologia molecular de la enfermedad. Sin embargo, no se excluye que experimentos adicionales
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(co-inmunoprecipitacion) muestren resultados diferentes que expliquen, al menos parcialmente,

el origen molecular de la disfuncion ovarica.

Respecto a pl20, el resultado del CheckMate, no logro replicar los hallazgos obtenidos en Y2H
para la interaccion entre BMPR2 y p120. Brent et al, y Lievens et al., reportaron algunas causas de
falsos negativos en el sistema doble hibrido en células eucariotas, como las constantes de
disociacion débiles y la toxicidad causada por los dominios de activacion (Brent, et al.,1997;

Lievens, et al.,2009).

Es importante senalar, que previamente se ha demostrado a través de estudios de RT-PCR, la
expresion de p120 en multiples tejidos entre ellos el ovario (Keirsebilck et al., 1998). El gen pI20 se
caracteriza por tener varias isoformas como producto de splicing alternativo, principalmente la
isoforma 1 es predominante en cerebro, testiculo y ovario (Montonen et al., 2001). De igual manera,
p120 participa en la regulacion de adhesion celular y también en la interaccion con la red de
microtabulos controlando el trafico intracelular (Kourtidis, et al., 2013). Estas funciones evocan
las descritas para LIMKI en el citoesqueleto por lo que es coherente sugerir a pl20 como un

potencial partner de BMPR2.

Las mutaciones de BMPR2 en el dominio citoplasmatico y principalmente la mutacion BMPR2
p-Ser987Phe, puede tener por consecuente un efecto deletéreo en las vias independientes de
SMAD, justificado por la relacion que existe entre BMPR?2 y sus potenciales partners (Machado
etal., 2003, 2006). En un estudio realizado por nuestro grupo de Investigacion, Patino, et al.,2017,
evalu6 lamutacion BMPR2 p. Ser987Phe a través de un ensayo de GEP, observando un efecto sobre
la localizacion subcelular de BMPR2, que llevo a la proteina mutante a una agregacion en el
reticulo endoplasmico, comprometiendo la disponibilidad del receptor en la membrana celular.

En conjunto, estos eventos producidos por la mutacién mencionada en BMPR2 pueden alterar la
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proliferacion de las células de la granulosa y contribuir al fenotipo de IOP (Gilchrist.et al., 2008;

Patino; et al., 2017)

Por altimo, las mutaciones de BMPR2 se han relacionado con hipertension pulmonar primaria
(HPP), una enfermedad que presenta un patron de herencia autosomico dominante (Kim et al.,
2017). La paciente afectada con IOP (Dora Janeth Fonseca et al., 2015), portadora de la mutacion
BMPR2 p.Ser987Phe, no presenta signos clinicos ni paraclinicos de HPP, lo cual puede ser
explicado por la baja penetrancia de la enfermedad (20%-30%) y por otros factores como la edad
de la paciente (40 anos) (Austin et al., 2013; Rabinovitch et al., 2012). Es probable que pueda
existir una relacion entre las pacientes con HPP e insuficiencia ovarica primaria lo cual atin no ha

sido reportado y requeriria realizar un estudio para ello.
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10. Perspectivas

Considerando que el sistema doble hibrido en células eucariotas es un método fiable para la
evaluacion de interacciones proteina- proteina, se recomienda evaluar la interaccion proteica
entre BMPR2 y los partners Fasn y Fnl que no fueron evaluados en el presente trabajo y reevaluar

a pl20 teniendo en cuenta las isoformas de esta proteina en el tejido ovarico.

Ademas se sugiere considerar otras técnicas para la validacion de la interaccion proteina-proteina
como la co-inmunoprecipitacion, evaluando el efecto de la mutacion p.S987F en BMPR2 con cada
factor identificado en Y2H. Se proponen realizar ensayos de co-localizacion subcelular con cada
una de las proteinas y BMPR2 en células CHO. Segun los resultados, se podrian estudiar los
potenciales efectos deletéreos sobre las vias de sefializacion asociadas a BMPR2 y sugerir una

relacion entre la IOP y la HPP.
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12. Anexo 1.

pI120en humano (ENST00000361391). Las letras rojas corresponden a la secuencia que se clono
en vector pCR4-TOPO (Invitrogen), que contiene 999pb y va desde la posicion 1545 hasta la
posicion 2543,

ATGGACGACTCAGAGGTGGAGTCGACCGCCAGCATCTTGGCCTCTGTGAAGGAACAAGAGGCCCAGTTTGAGAAGCTGAC
CCGGGCGCTGGAGGAGGAACGGCGCCACGTCTCGGCGCAGCTGGAACGCGTCCGGGTCTCACCACAAGATGCCAACCCAC
TCATGGCCAACGGCACACTCACCCGCCGGCATCAGAACGGCCGGTTTGTGGGCGATGCTGACCTTGAAAGACAGAAATTT
TCAGATTTGAAACTCAACGGACCCCAGGATCACAGTCACCTTCTATATAGCACCATCCCCAGGATGCAGGAGCCGGGGCA
GATTGTGGAGACCTACACGGAGGAGGATCCTGAGGGAGCCATGTCTGTAGTCTCTGTGGAGACCTCAGATGATGGGACCA
CTCGGCGCACAGAGACCACGGTCAAGAAAGTAGTGAAGACTGTGACAACACGGACAGTACAGCCAGTCGCTATGGGACCA
GACGGGTTGCCTGTGGATGCTTCATCAGTTTCTAACAACTATATCCAGACTTTGGGTCGTGATTTCCGCAAGAATGGCAA
TGGGGGACCTGGTCCCTATGTGGGGCAAGCTGGCACTGCTACCCTTCCTAGGAACTTCCACTACCCTCCTGATGGTTATA
GTCGCCACTATGAAGATGGTTATCCAGGTGGCAGTGATAACTATGGCAGTCTGTCCCGGGTGACCCGCATTGAGGAGCGG
TATAGGCCCAGCATGGAAGGCTACCGGGCACCTAGTAGACAGGATGTGTATGGGCCCCAACCCCAGGTTCGGGTAGGTGG
GAGCAGCGTGGATCTGCATCGCTTTCATCCAGAGCCTTATGGGCTAGAGGATGACCAGCGTAGTATGGGCTATGATGACC
TGGATTATGGTATGATGTCTGATTATGGCACTGCCCGTCGGACTGGGACACCCTCTGACCCTCGTCGGCGCCTCAGGAGC
TATGAAGACATGATTGGTGAGGAGGTGCCATCGGATCAATACTACTGGGCTCCTTTGGCCCAGCATGAGCGAGGAAGTTT
AGCAAGCTTGGATAGCCTGCGCAAAGGAGGGCCTCCACCTCCTAATTGGAGACAGCCAGAGCTGCCAGAGGTGATCGCCA
TGCTTGGATTCCGCTTGGATGCTGTCAAGTCCAATGCAGCTGCATACCTGCAACACTTATGCTACCGCAATGACAAGGTG
AAGACTGACGTGCGGAAGCTCAAGGGCATCCCAGTACTGGTGGGATTGTTAGACCATCCCAAAAAGGAAGTGCACCTTGG
AGCCTGTGGAGCTCTCAAGAATATCTCTTTTGGACGTGACCAGGATAACAAGATTGCCATAAAAAACTGTGATGGTGTGC
CTGCCCTTGTGCGATTGCTTCGAAAGGCTCGTGATATGGACCTTACTGAAGTTATTACCGGAACCCTGTGGAATCTTTCA
TCCCATGACTCAATCAAAATGGAGATTGTGGACCATGCACTGCATGCCTTGACAGATGAAGTGATCATTCCT
CTGTAAGCCACGCCACATTGAGTGGGAATCGGTGCTCACCAACACAGCTGGCTGCC

TTAGGAATGTAAGCTCAGAGAGGAGTGAAGCTCGCCGGAAACTTCGGGAATGTGATGGTTTAGTTGATGCCCTCATTTTC
ATTGTTCAGGCTGAGATTGGGCAGAAGGATTCAGACAGCAAGCTTGTAGAGAACTGTGTTTGCCTTCTTCGGAACTTATC
ATATCAAGTTCACCGGGAGATCCCACAGGCAGAGCGTTACCAAGAGGCAGCTCCCAATGTTGCCAACAATACTGGGCCAC
ATGCTGCCAGTTGCTTTGGGGCCAAGAAGGGCAAAGGGAAAAAACCTATAGAGGATCCAGCAAACGATACAGTGGATTTC
CCTAAAAGAACGAGTCCAGCTCGAGGCTATGAGCTCTTATTTCAGCCAGAGGTGGTTCGGATATACATCTCACTTCTTAA
GGAGAGCAAGACTCCTGCCATCCTAGAAGCCTCAGCTGGAGCTATCCAGAACTTGTGTGCTGGGCGCTGGACGTATGGTC
GATACATCCGCTCTGCTCTGCGTCAAGAGAAGGCTCTTTCTGCCATAGCTGACCTCCTGACTAATGAACATGAACGGGTG
GTGAAAGCTGCATCTGGAGCACTGAGAAACCTGGCTGTGGATGCTCGCAACAAAGAATTAATTGGTAAACATGCTATTCC
TAACTTGGTAAAGAATCTGCCAGGAGGACAGCAGAACTCCTCTTGGAATTTCTCTGAGGACACTGTCATCTCTATTTTGA
ACACTATCAACGAGGTTATCGCTGAGAACTTGGAGGCTGCCAAAAAGCTTCGAGAGACACAGGGTATTGAGAAGCTGGTG
TTGATCAACAAATCAGGGAACCGCTCAGAAAAAGAAGTTCGAGCAGCAGCACTTGTATTACAGACAATCTGGGGATATAA
GGAACTGCGGAAGCCACTGGAAAAAGAAGGATGGAAGAAATCAGACTTTCAGGTGAATCTAAA

TATGATGATAGTACTCTCCCTCTCATTGACCGGAACCAAAAATCAGATAACAACTATTCCACACCA
AATGAGAGAGGAGACCACAATAGAACACTGGATCGATCGGGGGATCTAGGCGACATGGAGCCATTGAAGGGAACAACACC
CTTGATGCAGGACGAGGGGCAGGAATCTCTGGAGGAAGAGTTGGATGTGTTGGTTTTGGATGATGAGGGGGGCCAAGTGT
CTTACCCCTCCATGCAGAAGATTTAG
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http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000198561;r=11:57753243-57819546;t=ENST00000361391

13. Anexo 2

LIMKI en humano (ENST00000336180.7). Las letras rojas_corresponden a la secuencia que
se clono en vector pCR4-TOPO (Invitrogen), que contiene 397 pb y va desde la posicion 77
hasta la posicion 477.

ATGAGGTTGACGCTACTTTGTTGCACCTGGAGGGAAGAACGTATGGGAGAGGAAGGAAGCGAGTTGCCC C
AAGCTGCGGCCAGAGGATCTATGATGGCCAGTACCTCCAGGCCCTGAACGCGGACTGGCACGCAGACTGCTTCAGGT
GTTGTGACTGCAGTGCCTCCCTGTCGCACCAGTACTATGAGAAGGATGGGCAGCTCTTCTGCAAGAAGGACTACTGG
GCCCGCTATGGCGAGTCCTGCCATGGGTGCTCTGAGCAAATCACCAAGGGACTGGTTATGGTGGCTGGGGAGCTGAA
GTACCACCCCGAGTGTTTCATCTGCCTCACGTGTGGGACCTTTATCGGTGACGGGGACACCTACACGCTGGTGGAGC
ACTCCAAGCTGTACTGCGGGCACTGCTACTACCAGACTGTGGTGACCCCCGTCATCGAGCAGATCCTGCCTGACTCC
CCTGGCTCCCA CCCCACACCGTCACCCTGGTGTCCATCCCAGCCTCATCTCATGGCAAGCGTGGACTTTCAGT
CTCCATTGACCCCCCGCACGGCCCACCGGGCTGTGGCACCGAGCACTCACACACCGTCCGCGTCCAGGGAGTGGATC
CGGGCTGCATGAGCCCAGATGTGAAGAATTCCATCCACGTCGGAGACCGGATCTTGGAAATCAATGGCACGCCCATC
CGAAATGTGCCCCTGGACGAGATTGACCTGCTGATTCAGGAAACCAGCCGCCTGCTCCAGCTGACCCTCGAGCATGA
CCCTCACGATACACTGGGCCACGGGCTGGGGCCTGAGACCAGCCCCCTGAGCTCTCCGGCTTATACTCCCAGCGGGG
AGGCGGGCAGCTCTGCCCGGCAGAAACCTGTCTTGAGGAGCTGCAGCATCGACAGGTCTCCGGGCGCTGGCTCACTG
GGCTCCCCGGCCTCCCAGCGCAAGGACCTGGGTCGCTCTGAGTCCCTCCGCGTAGTCTGCCGGCCACACCGCATCTT
CCGGCCGTCGGACCTCATCCACGGGGAGGTGCTGGGCAAGGGCTGCTTCGGCCAGGCTATCAAGGTGACACACCGTG
AGACAGGTGAGGTGATGGTGATGAAGGAGCTGATCCGGTTCGACGAGGAGACCCAGAGGACGTTCCTCAAGGAGGTG
AAGGTCATGCGATGCCTGGAACACCCCAACGTGCTCAAGTTCATCGGGGTGCTCTACAAGGACAAGAGGCTCAACTT
CATCACTGAGTACATCAAGGGCGGCACGCTCCGGGGCATCATCAAGAGCATGGACAGCCAGTACCCATGGAGCCAGA
GAGTGAGCTTTGCCAAGGACATCGCATCAGGGATGGCCTACCTCCACTCCATGAACATCATCCACCGAGACCTCAAC
TCCCACAACTGCCTGGTCCGCGAGAACAAGAATGTGGTGGTGGCTGACTTCGGGCTGGCGCGTCTCATGGTGGACGA
GAAGACTCAGCCTGAGGGCCTGCGGAGCCTCAAGAAGCCAGACCGCAAGAAGCGCTACACCGTGGTGGGCAACCCCT
ACTGGATGGCACCTGAGATGATCAACGGCCGCAGCTATGATGAGAAGGTGGATGTGTTCTCCTTTGGGATCGTCCTG
TGCGAGATCATCGGGCGGGTGAACGCAGACCCTGACTACCTGCCCCGCACCATGGACTTTGGCCTCAACGTGCGAGG
ATTCCTGGACCGCTACTGCCCCCCAAACTGCCCCCCGAGCTTCTTCCCCATCACCGTGCGCTGTTGCGATCTGGACC
CCGAGAAGAGGCCATCCTTTGTGAAGCTGGAACACTGGCTGGAGACCCTCCGCATGCACCTGGCCGGCCACCTGCCA
CTGGGCCCACAGCTGGAGCAGCTGGACAGAGGTTTCTGGGAGACCTACCGGCGCGGCGAGAGCGGACTGCCTGCCCA
CCCTGAGGTCCCCGACTGAGCCAGGGCCACTCAGCTGCCCCTGTCCCCACCTCTGGAGAATCCACCCCCACCAGATT
CCTCCGCGGGAGGTGGCCCTCAGCTGGGACAGTGGGGACCCAGGCTTCTCCTCAGAGCCAGGCCCTGACTTGCCTTC
TCCCACCCCGTGGACCGCTTCCCCTGCCTTCTCTCTGCCGTGGCCCAGAGCCGGCCCAGCTGCACACACACACCATG
CTCTCGCCCTGCTGTAACCTCTGTCTTGGCAGGGCTGTCCCCTCTTGCTTCTCCTTGCATGAGCTGGAGGGCCTGTG
TGAGTTACGCCCCTTTCCACACGCCGCTGCCCCAGCAACCCTGTTCACGCTCCACCTGTCTGGTCCATAGCTCCCTG
GAGGCTGGGCCAGGAGGCAGCCTCCGAACCATGCCCCATATAACGCTTGGGTGCGTGGGAGGGCGCACATCAGGGCA
GAGGCCAAGTTCCAGGTGTCTGTGTTCCCAGGAACCAAATGGGGAGTCTGGGGCCCGTTTTCCCCCCAGGGGGTGTC
TAGGTAGCAACAGGTATCGAGGACTCTCCAAACCCCCAAAGCAGAGAGAGGGCTGATCCCATGGGGCGGAGGTCCCC
AGTGGCTGAGCAAACAGCCCCTTCTCTCGCTTTGGGTCTTTTTTTTGTTTCTTTCTTAAAGCCACTTTAGTGAGAAG
CAGGTACCAAGCCTCAGGGTGAAGGGGGTCCCTTGAGGGAGCGTGGAGCTGCGGTGCCCTGGCCGGCGATGGGGAGG
AGCCGGCTCCGGCAGTGAGAGGATAGGCACAGTGGACCGGGCAGGTGTCCACCAGCAGCTCAGCCCCTGCAGTCATC
TCAGAGCCCCTTCCCGGGCCTCTCCCCCAAGGCTCCCTGCCCCTCCTCATGCCCCTCTGTCCTCTGCGTTTTTTCTG
TGTAATCTATTTTTTAAGAAGAGTTTGTATTATTTTTTCATACGGCTGCAGCAGCAGCTGCCAGGGGCTTGGGATTT
TATTTTTGTGGCGGGCGGGGGTGGGAGGGCCATTTTGTCACTTTGCCTCAGTTGAGCATCTAGGAAGTATTAAAACT
GTGAAGCTTTCTCAGTGCACTTTGAACCTGGAAAACAATCCCAACAGGCCCGTGGGACCATGACTTAGGGAGGTGGG
ACCCACCCACCCCCATCCAGGAACCGTGACGTCCAAGGAACCAAACCCAGACGCAGAACAATAAAATAAATTCCGTA
CTCCCCACCCA
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14. Anexo 3

Alineamiento de Z/MKI en humano y en raton. En azul la secuencia de los clones reportados
en el ensayo de Y2H en levaduras.

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

mLimkl ATGAGGTTGACGCTACTTTGTTGCACCTGGAGGGAAGAACGTATGGGAGAGGAAGGAAGC
hLIMK1 ATGAGGTTGACGCTACTTTGTTGCACCTGGAGGGAAGAACGTATGGGAGAGGAAGGAAGC

Ak rhhkhkhhkhhkhhhkrhhkrhhkhkhhkhhkhkhhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhkhkrhhkrhhkrkhkhkhkhkxx

mLimkl GAGTTGCCTGTGTGTG
hLIMK1 GAGTTGCCCGTGTGTG

hhkrxhkkhkhkkhk hhhkhkrkhkhkdx khhkhhkdx *Ahkhkrhkhkrhkhkhkhhkhkhhhkdk hkhkrhkhkrhkhkrxkhkhkrhkrkxx

mLimk1
hLIMK1
hhhkkkh Kk hhkkhkkhkhkhkhkkh *hkkhkhkhkhkkhhkhkhkkhkhkhkhkkhhkx *k )k (% **x Kk *kkhkkhkkx*k **x
mLimk1
hLIMK1
hAhhkhkk hhkhkkhkhhx ,hhkhkkhkhhhkkhkhdx ,hhhkhhhhkkhhkhhkkhhkrhkkhhkrhkkhhkrkhkkhhkrhkhhhxkkkx*k
mLimk1
hLIMK1
hAhkhkhkkhkhkhk hhkhkkhkhk k(khkhkhhkkhkhkx ) khhhk, *hkkhkhkhhkkhkhk **k *hkhkhk*kx *,khkrhkhkhkhkkkk*x*k
mLimk1
hLIMK1
hAhhkhkkhhkhkhkkhhkhkhkkhhkhkhk, *,hkkhhkhkhkkhhkrkhkkhkhkhrhkkhhkhxk * ),khkkhkxk *x *kk*x %k **% *x*x
mLimk1
hLIMK1
khkhkhkhkhkkhhhkkhhhkkhdx hhkkhkrkhkhhkhhhhkrkhkhhkhkhkhhkhrkhrhkhhk Kk **k K(hhkhkrkhkhhkkhkkxk
mLimk1 CCTGCCC
hLIMK1 CCTGCCC
Kk kkkkk kk kk kkkkkhkhkkhk khkkkhkhkhkkhkhk khkkhkhkhkhkkhk kk Ak kkhkhkhkrkkkkkhkkkok
mLimk1 CACACAGTCACCCTCGTGTCTATCCCAGCCTCTGCCCATGGCAAACGAGGCCTGTCTGTC
hLIMK1 CACACCGTCACCCTGGTGTCCATCCCAGCCTCATCTCATGGCAAGCGTGGACTTTCAGTC
*hkhkhkk hhkhkkhkrkkhkkhk khhkkhkrk KAkhkkkhkrkkhkkkkhx * kkkkkkhkk kk kk kkx kX kkk
mLimk1 TCCATCGACCCCCCTCACGGCCCACCAGGATGTGGCACGGAGCATTCGCACACTGTCCGA
hLIMK1 TCCATTGACCCCCCGCACGGCCCACCGGGCTGTGGCACCGAGCACTCACACACCGTCCGC
*hkhkhkkhk khkhkkhkhhkkhk hhkkhkrkhkhkhkkhhhkkh kk khkkhkhkhkhk khkkhkhkk kk khkkkx khkkkk
mLimk1 GTCCAAGGAGTGGACCCAGGCTGCATGAGCCCAGATGTGAAGAATTCCATCCACGTTGGA
hLIMK1 GTCCAGGGAGTGGATCCGGGCTGCATGAGCCCAGATGTGAAGAATTCCATCCACGTCGGA
*hkhhkkhk hhkhkkhkhkhkkhk hhk KAk hhkkhhhkhrkhhhkhkhkkhhhkhkrkhkhkhkhhkhkhkrkhkhhkhkhkhkhrkhhkx *k*
mLimk1 GACCGGATCTTGGAAATCAATGGCACGCCCATCCGGAATGTGCCGCTGGACGAGATCGAC
hLIMK1 GACCGGATCTTGGAAATCAATGGCACGCCCATCCGAAATGTGCCCCTGGACGAGATTGAC
*hkhkhkhkhkkhkhkhkhkrkhkhkhkkhhhkhkrkhkhhkkhhhkhkrkhkhhkhkhhhkh *hkhhkkhhhkkh ,hhkkhhhkhrkhrkx *kx*x
mLimk1 TTGCTGATCCAGGAGACCAGCCGCCTGCTCCAGCTGACCCTCGAGCACGACCCCCATGAC
hLIMK1 CTGCTGATTCAGGAAACCAGCCGCCTGCTCCAGCTGACCCTCGAGCATGACCCTCACGAT

khkkkhkhkkhkk hhkhkkhkk hhkhkkhkhkhkdkrhkkhkhhhkhkhkhkhkkhrhkhkrhkkhkhkhkhkrkhhrhkh *kxkkx **k *%
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15. Anexo 4

Alineamiento de p/20en humano y en raton. En azul la secuencia de los clones reportados
en el ensayo de Y2H en levaduras.

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

mCtnndl CGAAAGGCTCGTGATATGGACCTGACTGAAGTGATTACTGGAACCCTGTGGAATCTCTCA
hCTNND1 CGAAAGGCTCGTGATATGGACCTTACTGAAGTTATTACCGGAACCCTGTGGAATCTTTCA

kA hkhkkhkhkhkhkhkkhkhhkhkrhkhkrhkkhkhkkhhkdx *hkkhkrhkkhkrkhk *hhkrxk *khkdhkkhkrhkkhkrkhhkrxkhkkkkhx **x%

mCtnndl TCCCATGATTCAATCAAAATGGAGATTGTGGACCATGCGCTACATGCCTTGACAGATGAA
hCTNND1 TCCCATGACTCAATCAAAATGGAGATTGTGGACCATGCACTGCATGCCTTGACAGATGAA

khkhkhkhkhkkhk hhkhkkhkrhkkrhkhkhkhhkhkhkhkhkhkrhkkhkrhkkhkhkhhkrkhk *k *khkrkhkkrkhkhkrkhkkkkhkkxkxk

mCtnndl GTTATCATTCCACATTCTGGTTGGGAGAGAGAACCTAATGAAG.
hCTNND1 GTGATCATTCCTCATTCTGGTTGGGAGCGGGAACCTAATGAAG

kkhk hkkhkkkhkhkkhkk hhkhkkhkrhhkhkhkkhkhkhkkhkrkhk Kk dhkhkhkkhkrhkkhkrhkkhkhkhkhkrkrhkkhkrhkkhkrxkhkkx **

mCtnndl
hCTNND1

*hkhkhkkhk khkhkkhkk kk khkkhkhkk Khkhkhkhkhkkhkk hhkkhkhkkhkhkkhkhkkhk khkkk khkkkkkkkkhkkkk
mCtnndl
hCTNND1

*hkkkkhkhkkhkkkkx Kkkx *Khkhkhkhkhkkhhkhkhkrkhkhhkkhhkhhkhx *k *hkhkhkkhkrkhkhhkhhkhhkrkhkkhkkx
mCtnndl
hCTNND1

Khhk kkhkkhkhkhkkhkhk K,k KAhkkhhkhkkhhhhkkhkhhhkhhkhrhkkhhkhhkhkh ),khkhkhhkhkh*kx *,khhkk **)kk*kk*x*k
mCtnndl
hCTNND1

hAhkhkhkk, Kk KAk khhkhkkhkkhhkhkkhkkhhkx K(hkhkhkkhhkhk **x *,k ),khhkhkhkkhhkhkkhkkhhkhkhkhhkkkkk*x*k
mCtnndl
hCTNND1

* Kk kk Kk Kk k kkhKhk Kk hkhkk kk hkkhkkk hhkhkkhkhkhkkhkkhkhkhkkkh Khkkhhkkkhkkhkhkkkkhkkkkk*
mCtnndl
hCTNND1

Ah KA Ak kA Ak Ak hk kA Ak hkhkkhhkhkhkkhhkdx K hhk hhkhkhhkhkhkkhhkrkhkkhkhkddk hhxkhkhkhkhhkhkhxkkkx*x*k
mCtnndl
hCTNND1

hAhhkhkkhhkhkhkkhkhkkx K hhkhkk, *Nhkkhhkhkhkkhkhkhkhkkhhkhdk hhxkhkkhhkrkhkkhkhkhrkhkkhkhkrkhkkhkhx *khkhx*x **x
mCtnndl
hCTNND1

KAk AkAhkhkkhk Khhkkhkkhk hhkkhhkkhkhAhkAhAkhkhkhkhkkhkhhkkhk *hkkhkrkhkkhhkkhkx *rxkhkkhkkhkkkkx **k k)%
mCtnndl
hCTNND1

*hkhhkkhkhkkhkhkhkkhkrkhkhkhkkhhhkhkrkhkhhkkhkhhkh (xkhkkhx *hxkx*k *hkhhkkhkhkkhkhkhkkhkhkkkkkkxkx
mCtnndl
hCTNND1

hhkkhkk hhkhkkhkhkhkrkhkhkdx dhhkhkhkhkhkrhkhkrkhkhkrk *khkhkhk *k Kk *kkx Kkhkkkx **x k%
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mCtnndl
hCTNND1

mCtnndl
hCTNND1

mCtnndl
hCTNND1

mCtnndl
hCTNND1

mCtnndl
hCTNND1

mCtnndl
hCTNND1

mCtnndl
hCTNND1

mCtnndl
hCTNND1

mCtnndl
hCTNND1

kkhk hkkkkhkhkkhkk hhkhkkhkk Khhkhkhkhkkhkhkhkkhhk *hkkhkhkkhkkhkrkhkhkhkkhkrhkkhkrkhkk *hkrxkhkkkkhkx **x%

khkhkhkk hk hhkkkhk A hkkrhkkhkhhkhkhkhhkhrhkhkrhkkhkhkhhkrkhkhkhkhkrhkkhkrkhk *k khkkkhkkkxx

*k kkkkhkkkhkk krkkkkx kk kkkkk khkrkk kk kkhkkkkhkkkkhk kkhkkkhkrkkk Khkkkxk

hhkrhkkhkhkhhkhkhkkx K,k Khrxkhhkhhhkhkhkrkhkhrhkhkrhkhkhkhkhkrkh *hhkhkhkrhkhkrhkhkrkhkhhkrkhkxx

KAKRKAAKRAXAKAAAAXAKAAAAhA, Kk K hhkkdkhAkhkdhkk khhkkhkhk k% | )k kxk**x *kk,k*x% *

KAKNKAKNAAAAAAA KN *AAhkAAAhkk, Kk AAKAAKRAIAAA A A AR A A A A A A AR A A A A AKX Ak kK

CAATGCATCTAGAAGCCAGAGCAGCCATTCATATGAT
CAATGCTTCCCGAAGCCAGAGCAGTCATTCATATGAT

KAk KAkAhkhkk Kk KIhkAhkhkA kA khkhkkhAkrkkhkhkkhhkhkk,*x %% KAk AkAkhkAhkhkA khkh* K[k kkkhAkkhkrkk k)%

GATAGCACTCTCCCCCTCATTGACCGGAATCAAAAATCAGATAAGAAA-—---CCTGACC-
GATAGTACTCTCCCTCTCATTGACCGGAACCAAAAATCAGATAACAACTATTCCACACCA

Kok kkk Kk kkkkhkk KAAkkkkhkhkArdkk Khkhkhkrxkkhkkkkkx *% K,k Kk
————— GGGAAGAAATTCCAAT-GAGCAATAT---------GGGGTCAA----ACACAAAA
AATGAGAGAGGAGACCACAATAGAACACTGGATCGATCGGGGGATCTAGGCGACATGGAG

* kk KKk kokkk Kk Kk K Kk Kk Kk K * kK *

81



