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2 Resumen
La infertilidad afecta en la actualidad a aproximadamente 1 de cada 7 parejas a

nivel mundial. La falla ovérica prematura (FOP) es una condicion comun en la
poblacién femenina, afectando al 1% de mujeres menores de 40 afios. La etiologia
de la FOP es idiopéatica entre el 50% y el 80% de los casos, lo que sugiere causas
genéticas, epigenéticas y ambientales aun desconocidas. A pesar de los avances
en las técnicas de cartografia genética y de sistematizacion de la técnica de
Sanger, pocos genes etiolégicos de FOP fueron identificados en los ultimos 20
afos. Este fracaso relativo se asoci6é principalmente a que cientos de genes, que
abarcan grandes regiones del genoma, son candidatos pero la técnica de
secuenciacion directa sélo permite el analisis de unas 700bp en cada reaccion.

En el presente trabajo se empled la secuenciacidon de siguiente generacion (NGS)
para la busqueda de mutaciones en 70 genes candidatos que potencialmente
contribuyen con el desarrollo de la patologia. Se identificaron mutaciones en 3 de
12 pacientes. La paciente POF-7 presentaba una mutacion no sinénima en el gen
ADAMTS19 (c.2828C>T, p.Thr943lle). La proteina ADAMTS19 se clasifica dentro
de la familia ADAMTS como huérfana ya que no se ha identificado su sustrato.
Mediante el sistema de doble hibrido en levaduras se buscé identificar las
potenciales proteinas que interactiian con ADAMTS19. Permitié identificar, a partir
de las versiones murinas, la interaccion de Adamts19 y Col6a2. Para comprobar la
interaccion entre las proteinas ADAMTS19 y COL6A2 humanas se empleé el
sistema de doble hibrido en células eucariotas. Los hallazgos no permitieron
replicar los resultados obtenidos previamente. En sintesis de identific6 una
mutacion potencialmente causal de FOP en un gen nuevo y una muy probable
interaccion entre ADAMTS19 y COL6A2.



3 Introduccion general

El aumento sustancial de la incidencia de la infertilidad humana ha convertido esta
patologia en un problema real de salud publica, 1 de cada 6 parejas consultan por
esta causa. Entre las causas femeninas de infertilidad la FOP es una de las
principales patologias afectando entre el 1% y 2% de las mujeres menores de 40
afos. Se han descrito diversas etiologias de la FOP (autoinmunes, infecciosas,
iatrogénicas) pero entre 50% - 80% de los casos la etiologia de la FOP es
idiopéatica, lo que sugiere causas genéticas, epigenéticas y ambientales aun
desconocidas. Por medio de técnicas tradicionales de secuenciacion se ha
buscado identificar variantes de secuencias en las regiones codificantes de los
genes candidatos de FOP. Sin embargo, menos de 50 mutaciones han sido
validados en solo nueve genes. La secuenciacion de siguiente generacion (NGS)
ha sido ampliamente utilizada como una alternativa eficaz para la deteccién de
nuevos genes relacionados con la enfermedad monogénicas. Recientemente se
ha utilizado para estudiar las regiones codificantes de multiples genes que
participan en la fisiopatologia de las enfermedades poligénicas. El presente
estudio permitid por primera vez la realizacion de ensayos de NGS en mujeres

afectadas por la FOP no sindromica.



4 Marco Teoérico

4.1 Falla Ovérica Prematura

4.1.1 Definicion

La falla ovarica prematura (FOP) es una patologia caracterizada por amenorrea de
4 a 6 meses de evoluciébn asociada a hipoestrogenismo, niveles elevados de
gonadotropinas e infertilidad en mujeres menores de 40 afos de edad
(KALANTARIDOU et al. 1998). Esta patologia puede presentarse tanto con
amenorrea primaria como secundaria (DAvis 1996). Los niveles de FSH deben
encontrarse por encima de 40 mUI/ml. Los niveles de estradiol estan tipicamente
disminuidos, menores a 50 pg/ml (medidos en dos ocasiones en meses distintos)
(KALANTARIDOU et al. 1998; REBAR 2009; SHELLING 2010). La edad para la
presentacion del dltimo periodo menstrual se ha establecido en promedio en 50
afos, teniendo un intervalo de aparicién entre los 45 — 55 afios. Se ha establecido
edades menores de 40 afios para definir la FOP (McKINLAY et al. 1992; CONWAY
2000).

4.1.2 Epidemiologia

La FOP es una condicibn comun en la poblacion femenina, afectando al 1% de
mujeres menores de 40 afos y al 0.1% de mujeres menores de 30 afios (COULAM
et al. 1986).

En mujeres con amenorrea primaria la prevalencia de FOP es del 10% al 28%, y
en mujeres con amenorrea secundaria es del 4% al 18% (ANASTI 1998). Estos
datos muestran que no es una patologia infrecuente considerando que muchas
mujeres podrian no consultar al considerar que la falta de periodos menstruales no
es un problema meédico relevante. Sin embargo, la funcién ovarica intermitente ha
sido reportada en algunas pacientes y el embarazo puede ocurrir,
aproximadamente, en el 5% al 10% de las pacientes diagnosticadas con FOP
(KREINER et al. 1988).



Ademas en un 10% al 15% de las pacientes con FOP puede determinarse una

causa genética (BACHELOT et al. 2009).

4.1.3 Etiologia

Durante el desarrollo ovarico en el periodo de la embriogénesis estan presentes
alrededor de 7 millones de foliculos primarios. En su mayoria se perderan por un
proceso de atresia durante la vida fetal y postnatal y solo aproximadamente unos
500 podran ser ovulados de manera fisiologica durante la vida de la mujer
(GOUGEON 1996). Los probables mecanismos que dan origen a la FOP son a) un
descenso inicial en el pool de foliculos primordiales; b) un proceso acelerado de
atresia folicular; c) una alteracion en la maduracion y en el reclutamiento de los
foliculos primordiales (PErRsANI et al. 2010). Diversas etiologias se han identificado
como causales de FOP, entre las que se encuentran factores autoinmunes,
iatrogénicos, infecciosos, metabdlicos y genéticos (KALANTARIDOU et al. 1998;
CoNwAY 2000; Vujovic 2009). En la mayoria de los casos (entre 50% - 80%) la
etiologia de la FOP es idiopatica, lo que sugiere causas genéticas, epigenéticas y

ambientales aun desconocidas (KALANTARIDOU et al. 1998; PERSANI et al. 2010).

4.1.3.1 Causas no-genéticas

Algunos casos de FOP pueden ser debidos a un auto-reconocimiento anormal del
ovario por el sistema inmune. Estudios previos han determinado que
enfermedades autoinmunes representan hasta un 30% de las causas de FOP
(ConwAy 1996). Alteraciones en las células T probablemente desempefian un
papel importante en la patogénesis de la FOP autoinmune. Ademas, se ha
encontrado un aumento de los anticuerpos producidos por células B, una
reduccion del numero de células asesinas naturales (NK) y una alteracién de la
actividad de las células NK. Igualmente, se ha identificado una funcién relevante
de las citoquinas en la causa de la atresia folicular en la FOP (PEKONEN et al.
1986).

Hasta un 40% de las mujeres con FOP presentan auto-anticuerpos positivos,

siendo el mas comun el anti-tiroideo (BELvisI et al. 1993). La FOP puede ser



asociada a patologias autoinmunes endocrinas como la enfermedad tiroidea, la
diabetes mellitus o la enfermedad de Addison. Asi mismo, se ha relacionado con
patologias no-endocrinas como el lupus eritematoso sistémico, la artritis

reumatoide o el sindrome Sjogren, entre otras (VuJovic 2009).

Entre las causas autoinmunes debemos destacar que la asociacion con
autoinmunidad adrenal (enfermedad de Addison) representa entre el 2% y el 10%
de los casos de FOP. Los auto-antigenos compartidos entre las glandulas
suprarrenales y los ovarios, en particular para las enzimas de escisién de la
cadena lateral del anillo esteroideo, podrian explicar la asociacion entre la
insuficiencia ovérica y la enfermedad de Addison. Una respuesta autoinmune a
estas enzimas esteroidogénicas y las células esteroideas ovaricas parece mediar
la deprivacion de la funcién ovarica en estos casos (BAKALOV et al. 2005; GOSWAMI
and CoNnwAy 2005). Igualmente, se ha podido establecer a través de diversos
estudios la presencia de anticuerpos especificos del ovario que podrian estar
involucrados en la patogénesis de la FOP (LUBORsKY et al. 1990; WHEATCROFT et
al. 1997). Existen diferentes posibles dianas antigénicas para el dafio mediado por
anticuerpos en la FOP. Estas pueden ser la produccién de anticuerpos contra los
receptores de gonadotropinas y las células productoras de esteroides, entre otras
(ANASTI 1998; GoswaMl and CoNnwAY 2005).

En pacientes que han desarrollado enfermedades malignas, unas causas
conocidas que pueden desencadenar FOP, son la radioterapia y la quimioterapia
(HoweLL and SHALET 1998). Sin embargo, estudios previos han determinado que
el riesgo de FOP es bajo cuando no se han realizado estas terapias sobre la zona
pélvica (MADSEN et al. 1995).

Los efectos de la radioterapia sobre el cuerpo femenino también dependeran de la
edad de la paciente al momento de someterse a este tratamiento y de la dosis del
mismo. Los ovarios prepuberales, tienen una mejor resistencia a la toxicidad
asociada al tratamiento (BEERENDONK and BRAAT 2005). De igual manera los

agentes quimioterapéuticos afectan la estructura y la funcién de las células de la



granulosa y de los ovocitos (Goswami and CoNwAy 2005). La ovariopexia, una
técnica que permite excluir del campo de radiacion a los ovarios, previo al inicio de
las radioterapias, ha mostrado preservar la funcion ovarica en las pacientes

sometidas a este tipo de tratamientos(VuJiovic 2009).

Ademas, casi cualquier cirugia pélvica tiene el potencial de provocar un dafio
ovarico y desencadenar FOP, al afectar el suministro de sangre o causar
inflamacion y adherencias fibrosas en la zona. El riesgo exacto es desconocido y
se cree que es muy bajo para cirugias de rutina. La embolizacién de la arteria
uterina, una técnica intervencionista utilizada para tratar diversos trastornos
ginecoldgicos, potencialmente también podria desencadenar FOP al comprometer
el aporte vascular del ovario (AMATO and ROBERTS 2001). La ooforitis secundaria a
parotiditis se ha asociado a FOP en un 2% al 8% de las pacientes. Asi mismo,
otras causas infecciosas asociadas a FOP incluyen la tuberculosis, la malaria, la
varicela, la shigella, el citomegalovirus y el herpes simplex (Vujovic 2009). El
cigarrillo también se ha encontrado asociado a esta enfermedad. Las mujeres
fumadoras experimentan una menopausia mas temprana que las no fumadoras,
sugiriendo un posible efecto adverso del cigarrillo sobre la funcién ovarica (Di
PROSPERO et al. 2004). Se ha encontrado que algunos compuestos quimicos
pueden modificar la funcion ovérica al alterar la proliferacién celular o al llevar a
muerte celular. Se han implicado en estos procesos los quimicos industriales, los
plasticos, los pesticidas, los solventes y los metales pesados (SHARARA et al.
1998).

4.1.3.2 Causas genéticas

Multiples observaciones soportan la funcibn que cumplen los mecanismos
genéticos en la patogénesis de la FOP. Por ejemplo, los defectos ovaricos
presentes en pacientes con Sindrome de Turner y otras anormalidades
cromosdmicas relacionadas con el cromosoma X (deleciones y translocaciones),
indican el rol esencial que tienen los genes localizados en estas regiones en la

funcion ovarica. La patogénesis de la FOP se ha relacionado con deleciones y



rearreglos que involucran los loci FOP-1, FOP-2 y FOP-3 localizados en el
cromosoma X (LAISSUE et al. 2008). Mujeres con deleciones en Xpl1l.1 a Xp21
muestran un fenotipo completo de FOP (THERMAN et al. 1990). Los puntos de
rupturas cromosomicos mas frecuentes involucran el loci FOP-1 (Xqg26-qgter) y
FOP-2 (Xg13.3-g21.1) (THARAPEL et al. 1993; POWELL et al. 1994). Las deleciones
distales que involucran a FOP-1 estan asociadas frecuentemente con FOP de
aparicion entre los 24 a 39 afios. Los genes localizados en esta region son FMR1,
FMR2, HS6ST, E2F y GPC3 y el elemento LINE 1 (DAvisoN et al. 2000).
Translocaciones que involucran FOP-2 causan FOP de aparicibn mas temprana,
entre los 16 a 21 afos. En esta region se ha identificado el gen DIAPH2 (KRAUSS
et al. 1987; BIONE et al. 1998; Vujovic 2009). La regiéon FOP-3 (Xpl1l.1-p22.1) se
encuentra relacionada mayoritariamente con FOP de inicio temprano y con otras
caracteristicas asociadas al Sindrome de Turner. En esta region se encuentran
diversos genes requeridos para la correcta funcion ovarica (e.g. USP9X, BMP15,
UBE1) (ZINN and Ross 1998; ZINN et al. 1998).

Ademas, mutaciones en genes localizados en los autosomas también han sido
asociadas a la FOP sindromica y no sindromica (LAISSUE et al. 2008; PERSANI et al.
2010; LAISSUE 2015).

4.1.3.2.1 Formas Sindrémicas

Entre las causas ligadas al cromosoma X sindrémicas de FOP se encuentran el
Sindrome de Turner (ST) y el sindrome de X fragil. El ST es consecuencia de la
pérdida total o parcial de un cromosoma X en un fenotipo femenino, usualmente
asociado a talla baja e infertilidad (SYBERT and McCAULEY 2004). En cerca del
50% de los casos de ST existe una pérdida completa de un cromosoma X
mientras que en los restantes se presentan mosaicismos 0 anomalias
estructurales que resultan en fenotipos intermedios (BHARATH et al. 2010). La
prevalencia del cuadro es de 1/2500 mujeres (SYBERT and McCAULEY 2004). El
fenotipo ST se podria explicar principalmente por la haploinsuficiencia de genes

localizados en el cromosoma X que escapan al mecanismo de inactivacion (ZINN



and Ross 1998). Uno de los genes localizados en el cromosoma X que escapa a
la inactivacion es SHOX, el cual tiene un papel fundamental en el crecimiento 6seo

y participa en el fenotipo de la talla baja en las pacientes con ST (RAO et al. 1997).

El requerimiento de una doble dosis para ciertos genes en el cromosoma X esta
ilustrado en que los pacientes muestran pubertad espontanea completa debido a
mosaicismos (PASQUINO et al. 1997). En mujeres con cariotipo 45,X se presenta
una disgenesia gonadal progresiva, aunque el ovario fetal inicia su desarrollo de
manera normal, con migracion de las células germinales desde el mesodermo y la
colonizacion de las génadas primarias. Posteriormente, se presenta una apoptosis
prematura y acelerada de las células germinales, llevando a la degeneracion
gonadal en fibras estriadas (SCHLESSINGER et al. 2002). En los fetos 45,X de
edades gestacionales avanzadas se aprecia caracteristicamente una ausencia de
foliculogénesis y un incremento de tejido conectivo gonadal (REYNAUD et al. 2004).
Se ha encontrado que los niveles de FSH en las pacientes con ST se encuentran
caracteristicamente en rango postmenopausico desde la infancia (FECHNER et al.
2006).

El sindrome del X fragil es una patologia que se presenta por una expansion
mayor a 200 repeticiones del trinucleétido CGG localizado en la region 5’"UTR del
gen FMR1 (Xq27.3). Cuando el alelo contiene una expansion entre 55 y 199
repeticiones del mismo trinucledtido, se conoce como premutacién y podria
expandirse a una mutacién en la siguiente generacion (AsHLEY et al. 1993).
Aproximadamente 1/250 mujeres son portadoras de una premutacion. Entre ellas
un 16% presentara FOP, lo cual si se compara con el riesgo de la poblacion
general (1%), muestra un incremento importante en el riesgo para estas mujeres
(ALLEN et al. 2007). Estudios previos han demostrado que la asociacion entre el
tamafio de las repeticiones y el riesgo de FOP no es linear. El riesgo ha mostrado
ser mayor en el grupo de portadoras con repeticiones entre 80 y 99, y el riesgo se
reduce para los grupos de 59 a 79 y mas de 200 repeticiones (ALLEN et al. 2007;

WITTENBERGER et al. 2007).



Una explicacion de la asociacion entre FOP y la premutacion del gen FMR1 se
relaciona con el incremento significativo del transcrito de la forma premutada del
alelo que conduce al incremento en la produccion de la proteina FMRP. Este
factor se une al ARN que regula la traduccion del ARNm a través de mecanismos
supresores (JIN and WARREN 2000). La FMRP se encuentra altamente expresada
en las células germinales de los ovarios fetales y su acumulacion podria impedir la
correcta expresion de genes necesarios para el desarrollo del oocito (RIFE et al.
2004). Ademas, la acumulacion anormal de ARNm de FMR1 podria tener un
efecto citotoxico a largo plazo favoreciendo la atresia folicular (TASSONE et al.
2000).

Sobre los defectos localizados en los autosomas que desencadenan la FOP se
han descrito cuadros sindromicos, como la galactosemia, el BPES y el
pseudohipoparatiroidismo tipo 12.

La galactosemia es una enfermedad hereditaria del metabolismo de la galactosa
causado por la deficiencia de la enzima GALT (galactosa-1-fosfato
uridiltransferasa). Su incidencia es de 1/30000 a 1/50000 en poblaciones de
Norteamérica y Europa. La galactosemia compromete mudiltiples 6érganos, entre
ellos los ovarios y se ha asociado a la glicosilacion inadecuada de las
glicoproteinas ovaricas (RuBlo-GozALBO et al. 2010). La FOP ocurre en todas las
pacientes que presentan mutaciones en estado homocigoto en el gen GALT y los
niveles de FSH en estas pacientes se encuentran aumentados desde el

nacimiento (WAGGONER et al. 1990).

El dafio ovéarico podria ser inducido por la acumulacion de metabolitos toxicos de
galactosa que conduce a la apoptosis celular o por la deficiencia de glicoproteinas
y glicolipidos relacionados con la FSH y con su receptor, produciendo una
disminucién en la estimulacion ovarica y un aumento en la atresia folicular

(PERSANI et al. 2010; RuBio-GozALBO et al. 2010).



El pseudohipoparatiroidismo tipo 1A es una forma de resistencia hormonal
generalizada de herencia materna que se presenta por la pérdida de la funcion del
gen GNAS1 (PATTEN and LEVINE 1990). Este gen codifica para la proteina G que
esta sujeta a procesos de impronta gendmica y que actia como primer elemento
intracelular corriente abajo en la cascada de activacién de los receptores de FSH
y LH (WEINSTEIN et al. 2004). La presencia de resistencia a las gonadotropinas y
de FOP en estos pacientes se relaciona con por la expresion preferencial del alelo

materno mutado en las génadas y en los rifiones de las mujeres afectadas.

El sindrome Blefarofimosis — Ptosis — epicanto inverso (BPES) es una patologia
autosémica dominante caracterizada por malformaciones del parpado, asociadas
0 no a telecanto, con FOP (BEYSEN et al. 2005). El inico gen conocido asociado a
BPES es FOXL2 (3g23) perteneciente a la familia de factores de transcripcion con
cajas “Forkhead” que codifica para una proteina que contiene un dominio de unién
al ADN altamente conservado y un tracto de 14 residuos de alanina (CRISPONI et
al. 2001; TuteJA and KAESTNER 2007). Se expresa en la region craneofacial, la
hipdfisis y el ovario. Durante la organogénesis de la hipdfisis, FoxI2 se expresa en
la invaginacion del ectodermo oral en la adenohipodfisis primordial en ratones
(TREIER et al. 1998). En humanos se expresa en la cresta urogenital femenina
antes de la diferenciacion sexual y en adultos en las células de la granulosa y de

la teca (COCQUET et al. 2003).

Modelos de ratones Knockout para FoxI2 mostraron una disfuncion en la transicion
de las células de la granulosa de escamosas a cuboidales durante la maduracién
folicular (ScHMIDT et al. 2004; UDA et al. 2004). En estos modelos la infertilidad es
posterior al reclutamiento prematuro masivo de los foliculos llevando a la
disminucion acelerada del pool folicular. Ademas, en diferentes especies FoxI2 ha
sido descrito como un regulador positivo de la expresion de la CYP19/aromatasa
responsable de la produccion de estrogenos en las células de la granulosa
(RosariO et al. 2012). Esto sugiere una influencia directa de Foxl2 en la

sefalizacion estrogénica (GEORGES et al. 2014). Estos estudios sugieren una
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importante funcion de FOXL2 en la fisiologia ovarica, por lo que tiene una
implicacién potencial en la patogénesis de la FOP no-sindromatica (LAISSUE et al.
2008; LaissuE 2015). Sorpresivamente, la secuenciacion de FOXL2 en 290
pacientes con FOP no-sindromatica, mostré Unicamente una mutacion
potencialmente deletérea (c.898-927del), en una paciente con FOP con
amenorrea primaria (DE BAERE et al. 2002; HARRIS et al. 2002; BODEGA et al. 2004;
GERSAK et al. 2004);(CRrispPONI et al. 2004).

4.1.3.2.2 Formas no-sindromicas

Los genes candidatos de la FOP no-sindromatica han sido propuestos
principalmente por analisis de ligamiento en familias o por el estudio de las
caracteristicas reproductivas de otros mamiferos(BARNETT et al. 2006; LAISSUE et
al. 2008).

FSHR y LHCGR

Los receptores de gonadotropinas FSHR y LHCGR son esenciales para las
funciones reproductivas en ambos sexos. Las mutaciones que llevan a la pérdida
de funcion de estos receptores causan resistencia a gonadotropinas con
hipogonadismo hipergonadotrépico (PErRsSANI et al. 2010). Aittomaki vy
colaboradores en 1995 realizaron un analisis de ligamiento en poblacion
finlandesa, encontrando una asociacion significativa entre la disgenesia ovérica y
el locus 2p2l. Este locus contiene ambos genes y la posterior secuenciacion
completa del gen FSHR revel6 una mutacion no-sinbnima (p.Alal89Val)
homocigota (AITTOMAKI et al. 1995). Estudios in vitro revelaron que el FSHR
mutado tenia una alteracion en su plegamiento, siendo retenido en el citoplasma,
causando finalmente una resistencia completa a la FSH (AITTOMAKI et al. 1995;
RANNIKKO et al. 2002). Las mutaciones en el gen LHCGR causales de FOP son
menos frecuentes. La evidencia de mujeres con FOP asociada a resistencia a la
LH fue obtenida gracias al estudio de familias de hombres afectados con
hipoplasia de células de Leydig (LATRONICO et al. 1998). El desarrollo de

resistencia a la LH asociado a la mutacibn en LHCGR (p.Arg554X) causa un
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fenotipo de FOP caracterizado por oligopamenorrea 0 amenorrea secundaria con
evidencia de multiples foliculos antrales en la ecografia. La biopsia ovarica mostré
todas las etapas del desarrollo folicular hasta el estado pre-ovulatorio, pero con un

fallo en la ovulacién (PERSANI et al. 2010).

TGF- 8

La superfamilia de factores de crecimiento TGF-B (Transforming growth
factor beta), esta compuesta por al menos 35 miembros que incluyen proteinas
BMP, GDF, TGF-B, actina e inhibina(CHANG et al. 2002). De esta familia multiples
proteinas se expresan en el foliculo ovarico, tanto en el oocito, como en las células
de la granulosa y tecales (SHIMASAKI et al. 2004). Las TGFs se sintetizan como
factores precursores inactivos (pre-proproteinas) constituidas por una secuencia
sefial, una pro-region y un dominio carboxiterminal funcional o péptido maduro (LIN
et al. 2003). La pro-regiéon regula el procesamiento post-traduccional y la
dimerizacion del péptido maduro para formar tanto homodimeros, como
heterodimeros proteicos, que son los que finalmente ejerceran una funcién
bioldgica sobre las células blanco (PERSANI et al. 2010). La accién paracrina de las
proteinas de esta familia se asocia a una funcion fundamental en la
foliculogénesis. Mutaciones en genes que codifican para TGF-f han sido
estudiadas potencialmente como causales de FOP. El estudio de la expresion de
miembros de la familia BMP en cascadas de sefializacion celular durante los ciclos
ovaricos de la rata, ha permitido entender mejor el rol que tienen en la
foliculogénesis (ERICKSON and SHIMASAKI 2003). En humanos, mutaciones en
BMP15 han sido asociadas con FOP no-sindromatica (DI PASQUALE et al. 2004; Di
PASQUALE et al. 2006; LAISSUE et al. 2006). Ademas, variantes en GDF9, un
paralogo de BMP15, podrian potencialmente relacionarse con la FOP (DixiT et al.
2005; LAISSUE et al. 2006). Estos dos genes, tienen perfiles de expresién similares
en el oocito durante la foliculogénesis y en roedores su expresion se ha observado

durante todas las etapas del desarrollo folicular (ERICKSON and SHIMASAKI 2003;
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SHIMASAKI et al. 2004; LAIsSUE et al. 2006). Ademas, ambas proteinas se
encuentran involucradas en la regulacion de la mitosis y la proliferacion de células

de la granulosa (MOORE and SHIMASAKI 2005).

Ratones knock-out para los genes Gdf9 y Bmpl5 ha mostrado fenotipos
reproductivos diversos. Los ratones Gdf97- mostraron una detencién de la
foliculogénesis en etapas tempranas, mientras que los ratones Bmp157 fueron
sub-fértiles con una fecundidad y una tasa de ovulacién reducidas (DONG et al.
1996; YAN et al. 2001). Ademas, Peng y colaboradores en el afio 2013
establecieron que los heterodimeros de GDF9:BMP15 en humanos eran los

ligandos més bioactivos en la expansion del cimulo in vitro (PENG et al. 2013).

El primer reporte de mujeres con mutaciones en BMP15 relacionadas con un
fenotipo caracterizado por FOP fue publicado por Di Pasquale en 2004. Se
describieron dos hermanas con amenorrea primaria portadoras de la mutacion
c.704A >G (p.Tyr235Cys) en estado heterocigoto (heredada del padre). La
variante se encontraba localizada en la pro-region y los estudios funcionales
realizados mostraron una relacion causal con la disminucion en la proliferacién de

las células de la granulosa (D1 PASQUALE et al. 2004).

El analisis de la secuencia codificante de BMP15 y de GDF9 en poblaciones méas
extensas, permitio encontrar un pequefio nimero de variantes potencialmente
deletéreas(D1 PASQUALE et al. 2004; D1 PASQUALE et al. 2006; DixiT et al. 2006;
LAISSUE et al. 2006). Las variantes heterocigotas localizadas en la pro-region

podrian desencadenar la FOP (CHANG et al. 2002).
NR5A1

El gen NR5A1 (9933.3) codifica para un receptor nuclear expresado en las
gonadas humanas desde el desarrollo embrionario temprano. Es esencial para la
regulacion transcripcional de genes involucrados en el eje hipotalamo-hipdfisis-
esteroidogénesis, entre los que se incluyen STAR, CYP11A1, CYP17A1, LH/CGR
e INHA (Luo et al. 1994). Asi mismo, participa en la regulacion transcripcional de
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genes involucrados en la diferenciacion sexual y en la reproducciéon (e.g. SOX9)
(BAsHAMBOO and MCELREAVEY 2010). Lourenco y colaboradores en el afio 2009
describieron una funcidon de este gen en el desarrollo y la funcién ovarica. En
cuatro familias con FOP se detectaron mutaciones diferentes, ausentes en 700
controles (LOURENCO et al. 2009). Analisis funcionales revelaron que las proteinas
mutadas tenian propiedades transcripcionales alteradas reduciendo la
transactivacion de aromatasas las cuales son esenciales para la biosintesis de

estrogeno por las células de la granulosa (BAsHAMBOO and MCELREAVEY 2010).
NOBOX

NOBOX (7g35) es un gen homeobox, que regula el perfil de expresién de otros
genes en el oocito, incluyendo OCT4, RFPL4, FGF8, ZAR1, GDF9 Y BMP15
(RAJKovIC et al. 2004). La disrupcion del gen Nobox en ratones hembras causo6
falla ovérica, observandose una acelerada pérdida postnatal de oocitos y el
remplazo de los foliculos por tejido fibroso (RAJKoviC et al. 2004). La expresion de
NOBOX en el tejido humano adulto se asemeja a la del raton, con una expresion
preferencial en gonadas (HUNTRISS et al. 2006). La expresion en ovarios humanos
es especifica del oocito y se ha observado desde el foliculo primordial hasta la
metafase II. Una variante no-sindnima (p.Arg355His) que interrumpia el
homodominio de union al ADN de NOBOX, fue reportada en una paciente
caucésica con FOP. Esta mutaciéon condujo a una disminucion en la capacidad de
unién de NOBOX al ADN desencadenando una pérdida aumentada de ovocitos
(QIN et al. 2007).

FIGLA

El gen FIGLA (2p13.3) es un factor de transcripcién que regula la expresion de
genes de la zona pelicida y que se expresa en las gonadas embrionarias.
Ratones hembras knockout para el gen Figla no pueden formar foliculos
primordiales y pierden sus oocitos rapidamente posterior al nacimiento (SOvYAL et

al. 2000). Dos casos de pacientes no relacionadas que presentaban FOP
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portadoras de deleciones heterocigotas en el gen FIGLA, versus 304 controles en
los cuales no se detectaron variantes han sido reportados. Analisis in vitro de las
mutaciones mostraron una alteracion en la heterodimerizacion de la proteina con
otros factores de transcripcion asociados, sugiriendo un probable mecanismo para
la presentacion de la FOP (ZHAO et al. 2008a; ZHAO et al. 2008b).

STAG3

El gen STAG3 (7922.1) codifica para una cohesina implicada en los procesos de
reparacion, replicacion y recombinacion del ADN, asi como en la estabilidad
cromosomica, la regulacion transcripcional y la diferenciacion celular.
Particularmente STAG3 tiene una funcion central en el mantenimiento de la
cohesién entre cromatides hermanas en los ovocitos de los mamiferos (MEHTA et
al. 2012). Ratones Stag3”- mostraron esterilidad y el estudio en humanos permitié
identificar una mutacion con corrimiento en el marco de lectura (c.968delC) en una
familia consanguinea con FOP. Todos los miembros de la familia afectados eran
homocigotos para la mutacién (CABURET et al. 2014). Estos resultados indicaron
que la FOP seria atribuida en este caso a defectos en la cohesion de cromatides

hermanas en la profase del oocito.
NANOS3

El gen NANOS3 (19p13.13) es miembro de la familia NANOS que
preferentemente se expresan en los ovarios y tienen una importante funcién en el
desarrollo, la supervivencia y el mantenimiento de las células germinales (TSUDA
et al. 2003; SANTOS et al. 2014). En ratones se ha establecido que Nanos3 cumple
funciones en el mantenimiento de las células primordiales germinales. Se ha
descrito una relacion entre la cantidad de proteina NANOS3 expresada y el
namero de células germinales primordiales en un modelo de ratén. Se ha
encontrado una mutacion (p.Arg153Trp) en una mujer de origen chino con fenotipo
FOP. Se pudo establecer que esta mutacion se encuentra en una region altamente

conservada evolutivamente. In vitro se demostré6 que esta mutacién conducia a
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una disminucién de la vida media de la proteina NANOS3. Estos resultados
sugirieron que la proteina NANOS3 mutante tendia a ser estructuralmente
inestable, lo que conduciria a wuna degradacibn por el sistema
ubiquitin/proteosoma y finalmente a una disminucién de los niveles de NANOS3
(Wu et al. 2013).
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4.2 Teécnicas de secuenciacion del ADN
El Proyecto Genoma Humano inici6 su trabajo en 1985, liderado por el
departamento de energia y el Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos
de América, permitiendo la secuenciaciéon de aproximadamente 3 x 10° pb del

genoma humano (CONSORTIUM 2004).

Las técnicas de secuenciacion de primera generacion estan fundamentadas en la
metodologia publicada en 1977 por Sanger y colaboradores (SANGER et al. 1977).
Este técnica, conocida también como método de secuenciacidn enzimético,
genera una poblaciébn de moléculas marcadas radioactivamente representando
todos los tamafios y combinaciones posibles (SANGER and COULSON 1975).
Ademas, usa la enzima ADN polimerasa para copiar la cadena molde de ssADN
en presencia de una mezcla que contiene los cuatro desoxinucledsidos trifosfato
(dNTP) y una menor cantidad de didesoxinucledsido trifosfato (ddNTP). En esta
técnica se llevan a cabo cuatro reacciones en paralelo que contienen ddNTP
diferentes (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP). La ADN polimerasa incorpora los
nucledtidos en la nueva cadena a sintetizar y de manera aleatoria incluye el
analogo ddNTP en la cadena que sintetiza. Al carecer del extremo 3"-OH la
enzima es incapaz de seguir extendiendo el fragmento y por consiguiente la
reaccion termina (SANGER et al. 1977). El producto de cada una de las cuatro
reacciones se somete, en cuatro carriles independientes, a electroforesis en gel de
poliacrilamida y se revela siguiendo métodos clasicos de autorradiografia
(CamPION and TEC 2004).

Diversos avances y descubrimientos han permitido el desarrollo de métodos para
la secuenciacion del ADN a partir de la técnica de Sanger. El primero de ellos es la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), una técnica descrita en 1985 por el
quimico Kary Mullis, que permite la amplificacion exponencial de una molécula de

ADN generando millones de copias de un fragmento (MuLLis 1990).

Para realizar esta reaccion es necesaria una molécula de ADN molde y dos

oligonucledtidos complementarios a los fragmentos de la secuencia de ADN que
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flanquean la region candidata. Los primers funcionan como un punto de inicio para

la adicion de nucledtidos (MuLLIs et al. 1994).

Una reaccion de PCR tipica realiza multiples ciclos de amplificacion para obtener
un ndmero de copias mayor del fragmento de interés. Cada uno de estos ciclos
consta de un proceso de desnaturalizacion de las hebras de ADN con el objetivo
de separar la doble cadena. Posteriormente, se efectia el reconocimiento y la
unién de los oligonucledtidos en un proceso conocido como anillamiento que
permite la fase de extension en la cual se adicionan nuevos nucleétidos a la

cadena en formacion (MuLLIS et al. 1992).

La enzima Taqg polimerasa fue aislada en 1988 a partir de la bacteria Thermus
Aquaticus (CARBALLEIRA et al. 1990). Esta polimerasa resiste altas temperaturas
permitiendo automatizar la reaccion de PCR sin que se requieran cantidades
adicionales de la enzima durante los ciclos. Con esta polimerasa es posible

obtener fragmentos uniformes de ADN de hasta ~ 3.5 Kb (INNIS et al. 1988).

Otro avance significativo para la automatizacion de las técnicas de secuenciacion
estd relacionado con el marcaje de las cadenas de ADN sintetizadas. En la
descripcion inicial de Sanger se emplearon nucleétidos marcados con 2P, los
cuales eran separados en un gel de poliacrilamida para finalmente detectar el
marcaje al tomar una radiografia (SANGER et al. 1977). Nuevas técnicas fueron
desarrolladas posteriormente empleando fluor6foros no radioactivos para marcar
los fragmentos de ADN. Gracias a las propiedades de estas moléculas
fluorescentes fue posible efectuar todas las reacciones de terminacion especificas

en un solo tubo (PROBER et al. 1987).

Estos hallazgos contribuyeron al desarrollo de equipos automatizados capaces de
realizar los procesos de secuenciacion. En 1986 fue descrita una técnica de
secuenciacion automatizada que se fundamenta en la utilizacion de cuatro
fluoréforos diferentes para la terminacion de la lectura de los fragmentos de ADN

(SmITH et al. 1986). Esto permitié que la mezcla se cargara sobre un soélo carril de
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gel y determiné la absorcién de cada banda mediante el uso de un detector oOptico.
A continuacion, los datos obtenidos eran analizados por medio de una
computadora que permitio obtener la lectura de aproximadamente 200 bases
(SmITH et al. 1986). Luego, se desarrollaron nuevos equipos con variaciones en las
técnicas de secuenciacion automatizada. Este es el caso de los sistemas
fundamentados en la electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) que tienen la
ventaja de leer un mayor numero de pares de bases (MAXAM and GILBERT 1977).
Su inconveniente consiste en su relativa lentitud dado que implican la preparacion
del gel y la carga manual. Ademas, presentan el efecto neurotdxico de la
acrilamida (CHRAMBACH and RoDBARD 1971). Otro tipo de secuenciacion
automatizada se fundamenta en un sistema de electroforesis capilar para la
separacion de las muestras de ADN. Asi, es posible una mayor automatizacion del
proceso de secuenciacion al no requerir la utilizacion de geles (Anexo 1) (BEHR et
al. 1999).

4.2.1 Secuenciacion de siguiente generacion

La técnica de secuenciacion de siguiente generacion (NGS) es un método descrito
inicialmente en el afio 2007. Esta tecnologia utiliza nuevas formas de preparacion
de las muestras, distintas técnicas de secuenciacién y nuevos algoritmos de
analisis de los datos. La mayor ventaja que ofrece la NGS es la posibilidad de
secuenciar grandes regiones de manera simultdnea (MeTzker 2010). La variedad
de nuevas técnicas para la realizacion de NGS ha permitido que diversas
plataformas puedan coexistir.

4.2.1.1 Preparacion de las muestras

Las técnicas de NGS requieren primero la preparacion de las muestras a
secuenciar mediante la fragmentacion de las cadenas de ADN. Los fragmentos
son inmovilizados en una superficie solida que permite que se desarrollen miles de
reacciones de secuenciacion simultaneas. Existen dos métodos de preparacion de

las muestras que se describen a continuacion.

Amplificacion Clonal
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Debido a que la mayoria de sistemas de NGS no pueden detectar sefiales bajas
de fluorescencia se requiere la amplificacion de los fragmentos a través de
técnicas de amplificacion clonal de muestras. Para este fin, se dispone de dos
tipos de PCR que incluyen la PCR en emulsion (emPCR) y la PCR en fase soélida
(DRESSMAN et al. 2003) (FEDURCO et al. 2006).

La emPCR utiliza un sistema libre de células y una libreria de fragmentos cuyos
extremos se ligan a adaptadores. Estos ultimos contienen sitios de reconocimiento
para primers universales. El ADN se separa en cadenas sencillas y es capturado
sobre la superficie de unas perlas para que en cada una de ellas se localice una
molécula de ADN. Lo anterior, permite el proceso de amplificaciéon vy
consecuentemente la inmovilizacion de las perlas por medio de uno de los
siguientes mecanismos: 1. La unién quimica sobre una superficie de vidrio, 2. La
inmovilizacion sobre un gel de poliacrilamida, 3. El depdsito en pocillos
individuales de una placa. A continuacién, se efectia el proceso de la

secuenciacion (LEAMON et al. 2003; SHENDURE et al. 2005).

En la amplificacion en fase sélida o PCR en puente, se unen covalentemente a un
soporte de vidrio primers forward y reverse y se obtienen entre 100 y 200 millones
de fragmentos del producto. Estos productos cuentan con extremos libres a los

gue se hibrida un primer universal para iniciar la secuenciacion.
Single-molecules templates

La tecnologia Single-molecules templates requiere una menor cantidad de
producto (<1ug) en comparaciéon con la amplificacién clonal (20 a 30 pug). Ademas,
no precisa de una PCR previa que induzca mutaciones en el fragmento a
secuenciar (MeTzker 2010). Antes de efectuarse la secuenciacion las muestras
son inmovilizadas en una superficie solida mediante diversos métodos (HARRIS et
al. 2008). En un primer método, se utilizan primers que se unen covalentemente a
un soporte sélido. Las muestras se preparan mediante fragmentacién al azar en

secuencias de 200 pb a 250 pb y se les afiaden adaptadores universales en sus
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extremos. Posteriormente, EI ADN fragmentado se hibrida con los primers
inmovilizados y la enzima ADN polimerasa se une al complejo primer-muestra
para iniciar la reaccion de secuenciacion. Un método alternativo, se fundamenta
en la union de la muestra junto con los adaptadores universales a la superficie
solida. La enzima ADN polimerasa se une al complejo primer-muestra para iniciar
la reaccion de secuenciacion. En un tercer método la enzima ADN polimerasa
fijada sobre la superficie solida, se une a la muestra con el primer. Con esta
técnica se pueden secuenciar moléculas de ADN de mayor tamafio y a diferencia
de los dos métodos anteriores se puede utilizar con técnicas de PCR en Tiempo
Real (HARDIN et al. 2008; EID et al. 2009).

4.2.1.2 Secuenciacion

Las muestras fijadas en el método de amplificacion clonal dan como resultado
multiples fragmentos. Cada uno de estos es sometido a una reaccion de
secuenciacion y el resultado final sera un consenso de las diferentes reacciones.
La lectura de las muestras fijadas en el método de molécula Unica se realiza en
una unica reaccién. Diferentes estrategias han sido usadas para este paso de la
NGS.

La terminacion reversible ciclica (CRT) es una técnica que utiliza terminadores
reversibles para la incorporacion de cada uno de los nucleétidos (METZKER 2005).
Inicialmente la enzima ADN polimerasa unida al fragmento de la muestra
incorporara un solo nucleédtido complementario fluorescente con un grupo
terminador en su extremo 3°. El proceso de sintesis de ADN termina y los
nucledtidos sobrantes son lavados. La lectura se efectia mediante laser para
identificar el nucledtido que se ha unido al fragmento de la muestra. Este paso es
seguido de un clivaje del grupo terminador del nucleétido fluorescente y un lavado
adicional antes de iniciar un nuevo paso de incorporacion de nucleétido (BENTLEY
et al. 2008). La deteccion puede realizarse mediante un solo color (todos los
nucleotidos marcados con el mismo fluoréforo) (Helicos BioSciences) o mediante 4

colores (cada nucleotido marcado con un fluoréforo diferente) (llumina/Solexa).
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La secuenciacion por ligacion (SBL) es un método ciclico de secuenciacion que
emplea una ADN ligasa y sondas marcadas con fluorescencia complementarias
para una o dos bases. En este método la sonda hibrida con la region
complementaria de la muestra y una ADN ligasa une la sonda al primer. Las
sondas no hibridadas se lavan. Posteriormente, se lee la fluorescencia para
determinar la identidad de la sonda ligada. Este proceso se realiza en repetidas
ocasiones para identificar la secuencia completa (LANDEGREN et al. 1988).
Life/APG comercializa una plataforma llamada SOLID (Support oligonucleotide
ligation detection) que utiliza el método de SBL (VALOUEV et al. 2008; HARISMENDY
et al. 2009).

La adicibn de nucledtido Unico o pirosecuenciacion es un método no
electroforético basado en bioluminiscencia. Mide la liberacion de fosfatos
inorganicos al convertirse en luz visible usando una serie de reacciones
enzimaticas (RONAGHI et al. 1996; RONAGH! et al. 1998). Comercialmente se ha
distribuido el pirosecuenciador Roche/454 que vierte automéaticamente sobre los
pocillos los reactivos necesarios para la reaccion y un tipo de dNTP cada vez. En
cada pocillo la ADN polimerasa afiade uno o mas nucleétidos dependiendo de la
secuencia molde y se emite luz con una intensidad proporcional al numero de
nucledtidos incorporados a la nueva cadena (AHMADIAN et al. 2006). El
secuenciador consta de un sistema O6ptico especial que recoge el patron de
destellos luminosos que se emiten. Mediante programas informéticos se
interpretan estos patrones de luz y se generan unas graficas que indican si se
incorporaron o no nucleotidos. El exceso de nucleétidos y reactivos se lava y se
repite el proceso con otro tipo de nucledtido de forma ciclica hasta que finalice la
sintesis de la cadena complementaria (DROEGE and HiLL 2008).

La secuenciacién en tiempo real es un método en el que se incorporan dNTPs
marcados con fluoréforos y de manera paralela se realiza una lectura de la
fluorescencia del ADN recién sintetizado (MeTzker 2010). Este proceso es

desarrollado por una enzima ADN polimerasa unida a la superficie de detectores
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ZMW (Zero Mode Waveguide) cuya funcién es identificar la secuencia de la nueva
cadena (MeTzker 2009). El detector esta compuesto por un agujero de 10nm de
diametro fabricado en una pelicula de metal (100nm) que evita que la luz visible
del Iaser lo atraviese completamente. Al ser emitida la luz del laser solo se ilumina
el fondo del detector. Dentro de cada ZMW se une covalentemente una sola
molécula de la ADN polimerasa. Los nucle6tidos marcados por encima del
detector ZMW no emiten luz y solo emiten fluorescencia cuando difunden por el
fondo. Finalmente, se produce la lectura de los nucleétidos una vez la polimerasa

los incorpora a la cadena que esta siendo sintetizada (EID et al. 2009).
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4.3 Metaloproteinasas ADAM/ADAMTS

Los genes de las familias ADAM y ADAMTS son miembros de la superfamilia de
metaloproteinasas que incluye diversas proteinas con dominios transmembrana y
funciones biologicas diversas. Hasta la fecha se han identificado en el genoma
humano 21 genes ADAM y 24 genes ADAMTS. Cinco de los 24 genes ADAMTS,
conocidos como ADAMTS-like (ADAMTSL), carecen de dominio metaloproteinasa
(MP) y son inactivos. Los otros 19 codifican proteinas funcionales (BROCKER et al.
2009).

4.3.1 Dominios estructurales

Ambas familias codifican proteinas estructuralmente similares y comparten
multiples dominios incluyendo el pro-dominio (PD) regulador de la actividad
enzimatica de la proteina (Fig. 1). EI PD es procesado y removido en la red trans-
Golgi antes de que la proteina sea transportada a la membrana celular o
secretada a la MEC (ANDERS et al. 2001).

Estas proteinas se clasifican como endopeptidasas dependientes de zinc
(contienen un motivo de union al zinc) dentro del dominio metaloproteinasa (MP).
La secuencia de aminoacidos que constituye este motivo (HEXGHXXGXXHZ) se
encuentra conservada en los miembros de la familia ADAMTS (excepto los cinco
genes ADAMTSL). Diversos miembros de la familia ADAM no poseen los residuos
conservados de histidina caracteristicos de este motivo, lo que impide la unién del
zinc y la actividad metaloproteinasa. Esta caracteristica sugiere que esta region
facilita el plegamiento de la proteina o posibilita la interaccidon proteina-proteina
(SAGANE et al. 1999).

Inmediatamente después del dominio MP se encuentra el dominio desintigrina. La
desintegrina fue originalmente identificada como una pequefia proteina hallada en
el veneno de serpiente que bloqueaba la agregacion plaquetaria por medio de la
interaccién con las integrinas (NIEwWIAROWSKI et al. 1994). Las integrinas se

encuentran en la superficie celular y median la interaccion célula-célula y célula-
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MEC. Este dominio participa en la identificacion del sustrato especifico (WHITE
2003).

La region carboxiterminal de las proteinas ADAM contiene un dominio EGF-like,
un dominio transmembrana (TM) y una cola citoplasmatica (CT). El dominio TM es
el responsable del anclaje de la proteina a la membrana celular y la CT participa
en procesos de sefializacion intracelular (BROCKER et al. 2009).

Las proteinas de la familia ADAMTS no poseen los dominios EGF-like, TM y CT.
En su lugar, contienen dominios trombospondina (TS) que participan en procesos
de interaccion célula-célula, de angiogénesis y de apoptosis. EI niumero de
dominios TS es variable en las diferentes proteinas de la familia ADAMTS desde
15 repeticiones en ADAMTS9 y ADAMTS20 hasta solo una en ADAMTS4 (IRUELA-
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Figura 1. Dominios estructurales de proteinas ADAMTS/ADAM
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ARISPE et al. 1999).

4.3.2 Regulacion de ADAMs

La mayoria de proteinas ADAMs requieren la remocion del pro-dominio mediante
una convertasa de pro-proteinas (e.g. furina). Ademas, se ha determinado que
existen proteinas ADAMs que pueden realizar una remocion autocatalitica del pro-
dominio. Esta accién permite la activacion de la proteina y afecta la conformacion,
el trafico a través de la célula y la funcién de la misma. Diversos estudios para
proteinas ADAM-10 y ADAM-17 han determinado que el pro-dominio puede actuar
como inhibidor de la actividad de la enzima madura (SEALS and COURTNEIDGE
2003).

Las proteinas ADAMs transmembranales presentan un dominio citoplasmatico con
secuencia y longitud variable. Este dominio regula la funcién proteasa de la
proteina en respuesta a eventos de sefializacion intracelular. Ademas, podria estar
involucrado en la respuesta a sefiales de la MEC debido a la unidon de sus
ectodominios con diversos sustratos. Un gran numero de proteinas que
interactian con los dominios citoplasmaticos de las proteinas ADAMs se han
identificado mediante el uso de la técnica en levadura de doble hibrido, la
coinmunoprecipitacion y el pull-down (EDWARDS et al. 2008).

Los inhibidores de proteasas TIMPs (Tissue inhibitor of metalloproteinase) han
demostrado una alta selectividad por las proteinas ADAMs. Los TIMPs son
proteinas de dos dominios. El dominio N-terminal es responsable de la inhibicién
de la metaloproteinasa y el dominio C-terminal permite la interaccion proteina-
proteina. Otros inhibidores sintéticos para las proteinas ADAMs han sido
desarrollados como agentes terapéuticos principalmente por la importancia que
muestra ADAM-17 en los procesos inflamatorios y ADAM-10 en el desarrollo del

cancer (BAKER et al. 2002; EDWARDS et al. 2008).
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4.3.3 Funciones biolégicas de ADAMs

Las primeras proteinas ADAM identificadas en mamiferos fueron las dos
subunidades de la fertilina, ADAM-1 (fertilina-a) y ADAM-2 (fertilina-f3), factores
importantes en el proceso de union y de fusidén del espermatozoide con el ovocito
(PriIMAKOFF and MYLES 2000). Estas proteinas son procesadas proteoliticamente
durante la maduracion de la célula espermética por un clivaje posterior al dominio
MP. Lo anterior desencadena que los dominios desintegrina de la proteina
interactien con las integrinas presentes en el ovocito. Los ratones Adamz2-
Knockout son infértiles al igual que los ratones Adam3- Knockout revelando la
importancia de estas proteinas en el proceso de unién del ovocito con el
espermatozoide (PRIMAKOFF and MyLEs 2002). Existe una relaciébn entre las
diferentes proteinas ADAM que se expresan en los espermatozoides ya que la
deficiencia de una de estas proteinas conduce a la disminucién en la expresion de
otras proteinas de la familia que se expresan en la superficie de la célula. Muchos
de los genes Adam de ratdén especificos de testiculos sus homélogos en humanos
se presentan como pseudogenes incluyendo a ADAM1 y ADAMS3. Otros genes de
la familia. ADAM como el ADAM20 son especificos de humanos (EDWARDS et al.
2008). Otra funcién identificada en las proteinas de la familia ADAM es el
“ectodomain shedding” (ES). Este proceso consiste en la liberacion a la MEC de
citoquinas o de factores de crecimiento que se encuentran unidos a la membrana
celular. Lo anterior es relevante para diferentes modelos de sefiales de traduccion.
La identificacion de ADAM-17 como el principal regulador corriente arriba de la via
de activacion de TNF-a, al procesar proteoliticamente esta citoquina involucrada
en procesos inflamatorios de mdultiples patologias (e.g. La artritis reumatoide y la
enfermedad de Crohn), permitié inicialmente identificar esta funcion (ZHENG et al.
2004).
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Figura 2.Modelo ‘triple-membrane-passing-signalling'. Tomada y modificada de Wetzker & Béhmer, 2003.

Existe evidencia de que la activacidon del receptor acoplado a proteina G (GPCRS)
activa a su vez la sefial que permite que las proteinas ADAM liberen el ligando
EGF. EGF actua sobre EGFR permitiendo que se active la via ERK/MAPK (Fig. 2)
(OHTsu et al. 2006). Otro proceso en el que estan involucradas las proteinas
ADAM es la protedlisis intramembrana regulada (RIP), una cascada proteolitica
secuencial que implica inicialmente el proceso de “ectodomain shedding” de una
proteina transmembrana. Posteriormente, se realiza una escision dentro de la
propia membrana, que genera un fragmento intracelular que permite la
transduccion de una sefial. Los sustratos de la RIP incluyen CD44, N-cadherina,
E-cadherina, entre otros. En todos estos casos el clivaje por un ADAM extracelular
de la proteina deja una cola transmembrana accesible al clivaje por proteasas
intramembrana (e.g. Presenilina). Este clivaje genera un dominio intracelular que
se trasloca al nucleo y puede participar en la modulacion de la transcripcion de

diversos genes (EDWARDS et al. 2008).
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4.3.4 Regulacion de ADAMTS

ADAMTS-1 fue identificado en una linea celular de adenocarcinoma de ratones
que era regulada por IL-4 (KuNoO et al. 1997). Los niveles de ARNm de ADAMTS-1,
-6 y -9 se encuentran aumentados en respuesta al factor de necrosis tumoral-a en
células derivadas de epitelio de retina pigmentaria (BEvITT et al. 2003). La
expresion de ARNm de ADAMTS-4 se incrementa en los condrocitos articulares
ante la presencia de IL-17. Esto indica que las proteinas ADAMTS tienen una

funcién relevante en procesos inflamatorios (JONES and RILEY 2005).

La regulacion post-transcripcional mediante splicing alternativo se ha identificado
en proteinas ADAMTS-6, -7 y -9. Asi mismo, se encontraron multiples codones
ATG corriente arriba del sitio de inicio de la traduccién seguida de marcos de
lectura abiertos cortos. Estos reclutan ribosomas llevando a que la traduccién de la

proteina sea reducida (BEVITT et al. 2005).

Las proteinas ADAMTS son sintetizadas como pro-enzimas que requieren la
remocién del pro-dominio por una convertasa. En las ADAMTS que son
secretadas adicionalmente se producen diversos procesamientos en C-terminal
(RODRIGUEZ-MANZANEQUE et al. 2000). En ADAMTS-1 y -4 se identificé que se
realiza un clivaje en la region espaciadora y ADAMTS-12 sufre un clivaje que
libera las repeticiones de trombospondinas. El clivaje de ADAMTS-1 y -4 reduce
su afinidad por la heparina sugiriendo que la region espaciadora participa en esta
interaccion (GAo et al. 2002). Para ADAMTS-13 la remocién de la regién
espaciadora desencadena una marcada reduccion en la actividad de escision del
factor de Von Willebrand. Por lo tanto, la region espaciadora puede influir en la
actividad de los dominios cataliticos de las proteinasas ADAMTS (SOEJIMA et al.
2003; JoNES and RILEY 2005).

El inhibidor endégeno mas importante para las proteinas de la familia ADAMTS es
TIMP-3. Asi mismo, otros miembros de la familia TIMP poseen una capacidad
inhibitoria reducida. La region C-terminal de la fibronectina ha demostrado ser un
potente inhibidor de ADAMTS-4 (KASHIWAGI et al. 2001).

29



4.3.5 Funciones biolégicas de ADAMTS

4.3.5.1 Anti-angiogénesis: ADAMTS-1y -8

Estas proteinas pueden inhibir la angiogénesis inducida por VEGF (factor de
crecimiento endotelial vascular) y suprimir la vascularizacion inducida por el factor
de crecimiento de fibroblastos-2. La actividad anti-angiogénica es mediada por las
repeticiones de trombospondina. La TSP1 puede interactuar con el receptor de
glicoproteinas de membrana CD36 en las células endoteliales (IRUELA-ARISPE et al.
1999; VAZQUEZ et al. 1999).

4.3.5.2 Agrecanasas: ADAMTS-1, -4, -5, -8,-9y -15

Agrecan es el principal proteoglicano de cartilago y es responsable de la
resistencia del tejido a la compresion. Contiene dos dominios N-terminales
globulares, G1 y G2, separados por un dominio interglobular (IGD), seguido por
una region de union GAG y un dominio globular C-terminal, G3. El dominio G1
interactia con el acido hialurénico y permite formar agregados proteicos en la
matriz de colageno del cartilago. El agrecan protege el colageno de la degradacion
del cartilago (PRATTA et al. 2003). Los principales sitios de corte que causan
disminucién del agrecan del cartilago se encuentran en el dominio IGD. Las
proteinas agrecanasas mas estudiadas son ADAMTS-4 y -5. Estas también
pueden clivar el brevican, un proteoglicano de condroitin sulfato, que es expresado
en el sistema nervioso central y el versican presente en vasos sanguineos
(TORTORELLA et al. 2001; PORTER et al. 2005).

4.3.5.3 Proteinasas de procolageno: ADAMTS-2, -3, -14

Estas proteinas ADAMTS se encuentran involucradas en el procesamiento del
procolageno a colageno removiendo el pro-péptido N-terminal (COLIGE et al. 1997).
ADAMTS-2 actua sobre el procolageno I, 1l y Ill y mutaciones en este gen se
encuentran asociadas con la aparicion en humanos del sindrome de Ehlers-
Danlos tipo dermatosparaxis. Este sindrome estd caracterizado por tejidos

extremadamente fragiles, piel hiperextensible y facilidad para sufrir hematomas.
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ADAMTS-3 actua sobre el procolageno Il y ADAMTS-14 sobre el procolageno |
(FERNANDES et al. 2001).

4.3.5.4 Proteasa de clivaje del factor de von Willebrand: ADAMTS-13

El Factor de Von Willebrand es una proteina multimérica presente en el plasma,
las plaquetas y las células de la vasculatura endotelial. Esta proteina unida al
factor VIII permite la agregacion plaquetaria. ADAMTS-13 se encarga de clivar al
factor de Von Willebrand con el fin de limitar su actividad. La deficiencia del mismo
desencadena la purpura trombocitopénica trombdtica una enfermedad
caracterizada por trombocitopenia, anemia hemolitica y disfuncion renal (SOEJIMA
et al. 2001; ZHENG et al. 2003).

4.3.6 Proteinas ADAMTSL

Son proteinas estructuralmente similares a las proteinas ADAMTS pero que no
presentan dominios desintregrina y metaloproteinasa. Presentan un péptido sefial,
repeticiones de trombospondina, un dominio rico en cisteina, una region
espaciadora y finalmente otras repeticiones de trombospondina (PORTER et al.
2005). Actualmente 6 miembros de esta familia han sido identificados y su funcion
es desconocida. Sin embargo, mutaciones en ADAMTSL2 se encuentran
relacionadas con la displasia geleofisica, una patologia esquelética caracterizada
por estatura baja, anomalias prominentes en manos y pies, y un aspecto facial
caracteristico (Nariz corta, hipertelorismo, filtro largo y borrado, labio superior
delgado). Ademas, mutaciones en ADAMTSL4 se asocian con ectopia lentis
aislada, una enfermedad caracterizada por desplazamiento parcial o total del

lente ocular (LE GorFF and CORMIER-DAIRE 2011).

4.3.7 ADAMTS en relacion con la fertilidad

La expresion de los genes de diferenciacion gonadal se da aproximadamente en
E11.5 en ratones y en la sexta semana post-concepcion en humanos (COVENEY et
al. 2008). Las gonadas de ratones femeninos muestran una elevacion del ARNm
de Adamts19 a partir del dia E12.5, y sigue siendo mayor en el ovario postnatal

qgue en el testiculo (MENKE and PAGE 2002). Otras dos proteinas ADAMTS se han
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encontrado involucradas en la gonadogénesis. En aves Adamtsl2 se encuentra
elevado en testiculos pero no en ovarios al momento de la diferenciacion sexual
(CARRE et al. 2011). Por el contrario, Adamtsl1 aumenta en ovarios en desarrollo y
no en testiculos. Adamts16 fue identificado en los testiculos y en los ovarios de
roedores en E13, en espermétides y células de la granulosa de machos y
hembras, respectivamente. EI Knockdown del gen Wtl aumentd el ARNm de
Adamts16 en machos, pero disminuyé en hembras indicando que su expresion es
corriente abajo de Wtl. Ratones machos Knockout para Adamtsl6 muestran
criptorquidia y esterilidad demostrando su importancia en el desarrollo adecuado
de los testiculos (JAcosBl et al. 2014).

Durante la foliculogénesis se ha identificado la expresion de diversos miembros de
ADAMTS. Adamtsl, 4, 5, 9 y 15 se expresan predominantemente en células de la
granulosa de mamiferos (RICHARDS et al. 2005; PELUFFO et al. 2011; RUSSELL et al.
2015). La FSH induce la expresion de Adamtsl, 4 y 16 en ratones, sugiriendo que
se encuentran involucradas en el desarrollo folicular. Ademéas, Adamtsl en ratones
se expresa en la membrana basal folicular al igual que su sustrato, el versican.
Esto sugiere que el clivaje del versican por parte de ADAMTS-1 contribuiria a la
remodelacion estructural del foliculo necesaria para su maduracion (GAo et al.
2007). Adamtsl también se encuentra involucrado en la fase de ovulacion. Su
expresion en células de la granulosa es inducida por el receptor de progesterona
(Pgr) (ROBKER et al. 2000). Ratones Knockout para Pgr son infértiles y muestran
disfunciones de ovulacion. En estos ratones no se presenta un incremento en la
expresion de Adamtsl en el periodo periovulatorio, sugiriendo que ADAMTS-1 es
una proteasa que media en la ruptura folicular. Un estudio realizado en humanos
mostré expresion de ADAMTS1 y ADAMTS9 en células de la granulosa en el
periodo pre-ovulatorio y etapas tempranas de la ovulacion (ROSEWELL et al. 2015).
Ademas, la expresion aumentada de ADAMTS1 y ADAMTS9 se ha notificado en
las células foliculares aisladas de ovocitos maduros en comparacion con las que

se detuvieron en una etapa temprana del desarrollo (RUSSELL et al. 2015).
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4.4 ADAMTS19

El gen ADAMTS19 (A Disintegrin-like and Metalloproteinase With Thrombospondin
Type 1 Motif, 19) (MIM *607513) fue mapeado mediante el analisis de secuencias
gendmicas en la region cromosomica 5931 (CAL et al. 2002). La homologia de los
dominios metaloproteinasas de proteinas ADAMTS, permitid identificar a
ADAMTS19 en bases de datos gendmicas. Se obtuvo el clon completo del gen por
PCR de tejido fetal en librerias de ADNc (CAL et al. 2002). El gen esta constituido
por 23 exones codificantes con una longitud de 5234pb, una region 5°UTR de 145
pb y una region 3’UTR de 1465 pb (CAL et al. 2002; PORTER et al. 2005).

Diversos estudios han permitido identificar la expresion de ADAMTSI19.
Inicialmente se realiz6 una amplificacion por PCR a partir de una libreria de ADNc
de tejido humano y se demostrd la expresion en pulmon fetal. Ademas, el andlisis
por Northern blot de ARN de lineas celulares tumorales humanas permitio
identificar su expresibn en tejido de osteosarcoma (CAL et al. 2002).
Posteriormente, a partir de ADNc de cartilago articular se identific6 mediante PCR
en tiempo real una expresién elevada en tejido cartilaginoso normal y con

osteoartritis (KEVORKIAN et al. 2004).

Estudios realizados a partir de ADNc extraido de gbnadas embrionarias de ratones
machos y hembras (E12.5), demostraron una expresion elevada de Adamts19 en
el tejido ovérico. Esta expresion se evidencio desde el dia E12.5 hasta el dia
E15.5 del desarrollo embrionario. Se identific6 una expresion débil en testiculos
embrionarios entre E14.5 y E15.5. De la misma manera, analisis en hembras a los
8 dias postparto reveld una expresion predominante en el ovario. En el rifidon, el
corazén, el musculo esquelético, los pulmones y los testiculos se detectaron
niveles bajos de expresién génica (MENKE and PAGE 2002). Recientemente, se
estudiaron embriones de ratones knockdown para Adamts19. Mediante la técnica
de inyeccion cardiaca de morfolinos en E11.5 se realizé un seguimiento por 48
horas de cultivos de tejido gonadal. Los resultados no revelaron alteraciones

morfoldgicas, cambios celulares o variaciones en la expresion de los genes de

33



diferenciacion gonadal (e.g. Fst, Irx3, Amh, Cypllal, Nr5al) (MCCLELLAND et al.
2015).

ADAMTS-19 pertenece a la subfamilia de metaloproteinasas ADAMTS. Estas
proteinas fueron descritas inicialmente en ratones por Kuno et al. En 1997. Desde
entonces se han identificado en otros mamiferos y en Caenorhabditis elegans
(Kuno et al. 1997). Estan estructural y evolutivamente relacionadas con ADAM y
de manera mas distante con proteinas MMP (matrix metalloproteinase) (JONES and
RILEY 2005).

Las proteinas ADAMTS son secretadas hacia la matriz extracelular en donde se
unen a proteinas con las cuales interactian. ADAMTS-19 esté incluida dentro del
grupo de “Orphan ADAMTS” denominadas de esta manera porque no se han
descrito sus sustratos especificos (PORTER et al. 2005; RusseELL et al. 2015). El
analisis de la secuencia de aminoacidos y su homologia con proteinas
previamente conocidas permitié determinar los dominios estructurales presentes

en ADAMTS19 y que corresponden a (Fig. 3):

Un péptido sefial seguido de un pro-dominio de aproximadamente 200

aminoacidos (aa) encargado de mantener la latencia enziméatica.

Un dominio catalitico metaloproteinasa de 225 aa que contienen el sitio activo de

la enzima en la regidn de union al zinc.

Un dominio desintegrina-like de 80 aa que incluye 8 residuos de cisteina
caracteristicos de esta region. Este dominio confiere a la proteina la capacidad
para unirse a receptores de integrina de la superficie celular, potenciando de esta

manera su capacidad proteolitica (PORTER et al. 2005).

Repeticiones centrales de trombospondina caracterizadas por la presencia de tres
residuos de triptéfano en una secuencia de 20 aa. ADAMTS-19 presenta una
delecién de tres residuos incluyendo el segundo triptéfano. Este dominio cumple
funciones de interaccion con factores de crecimiento, citosinas, componentes de la

MEC o de la superficie celular (ADAmMs and LAWLER 2004).
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Un dominio rico en cisteina que contiene 10 residuos conservados. Este dominio
se encuentra relacionado con la localizacién sub-celular de las proteinas y la

especificidad de sustrato (MocHizukl and OKADA 2007; TORTORELLA et al. 2009).

Una region espaciadora compuesta por 124 aa y sin caracteristicas estructurales
especificas.

Un segundo médulo que contiene cuatro repeticiones de trombospondina.

Un dominio proteasa-lacunina (PLAC) que contiene 40 aa con seis residuos
conservados de cisteina y su funcion molecular consiste en la catalisis de la

hidrolisis de un enlace peptidico (CAL et al. 2002; PORTER et al. 2005; APTE 2009).

ADAMTS-19
. Péptido . Prodominio D D. Metaloproteinasa D D. Desintegrina
Sefal
D. Rico en ., . Repeticiones de
Regidn Espaciadora D. PLAC
Cisteina . g P . . Trombospondina

Figura 3. Dominios estructurales proteina ADAMTS-19.

Knauff y colaboradores realizaron un estudio de asociacion de genoma completo
(GWAS) obteniendo como resultado la asociacion del SNP rs246246 localizado en
el intron 21 de ADAMTS19 con la FOP (KNAUFF et al. 2009). Aunque la cohorte de
replicacion no confirmo la asociacion, ADAMTS19 puede ser considerado como un
candidato para la FOP (MENKE and PAGE 2002).

Recientes estudios en humanos sugieren que epistasis entre polimorfismos en los
genes IGF2R (Insulin-like growth factor 2 receptor) y ADAMTS19 se asocian con la
FOP (Pyun et al. 2013). IGF2R aumenta la produccion de progesterona en las
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células de la granulosa, y a su vez esta hormona regula la expresion de diversas
proteinas ADAMTS (SpiceEr and AAD 2007; FORTUNE et al. 2009). En
consecuencia, ADAMTS19 podria ser regulado por la progesterona la cual es
controlada por IGF2R. Las interacciones entre SNPs y diplotipos de IGF2R y
ADAMTS19 contribuirian al desarrollo de la FOP (PYuN et al. 2013). Un estudio
posterior reportd que las interacciones sinérgicas entre SNPs localizados en
ACVR2B (activin A receptor, type 11B) y ADAMTS19 se asocian con susceptibilidad
para el desarrollo de la FOP (PYuN et al. 2015).
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45 COL6A2

El gen COL6A2 (Collagen, Type VI, Alpha-2) (MIM*120240) fue identificado
mediante un tamizaje con anticuerpos contra las cadenas de colageno en una
biblioteca de ADNc. Permitiendo caracterizar los ADNc humanos especificos para
COLG6A2. Clones de ADNCc se utilizaron para mapear el gen en 21922.3 mediante
hibridacién de células somaticas e hibridacion in situ (WEIL et al. 1988). El gen esta
constituido por 28 exones, 27 son codificantes, con una longitud de 3461pb, una
region 5°'UTR de 104 pb y una region 3’UTR de 297 pb (GELSE et al. 2003).

COL6A2 hace parte de la familia de proteinas del colageno conformada por 34
miembros diferentes. Los coldgenos son proteinas estructuralmente formadas por
tres cadenas polipeptidicas que forman caracteristicamente estructuras de triple
hélice (VON DER MARK 1999). Todos los miembros de la familia del colageno
forman estas estructuras en matriz extracelular. 26 tipos de colageno distinto han
sido descritos hasta la fecha (SATO et al. 2002). Su funcién esta relacionada con el
mantenimiento de la estructura de la matriz extracelular y son el principal elemento
de todos los tejidos conectivos contribuyendo a la estabilidad de los érganos
(GELSE et al. 2003).

La proteina COL6A2 hace parte estructural del colageno tipo VI (microfibrilar). El
colageno tipo VI es un heterotrimero compuesto por tres cadenas distintas (a1, a2,
a3). Posee dos dominios globulares de igual diametro, separados por un dominio
helicoidal corto de 110 nm; tiene una secuencia de 335 a 336 residuos de
aminoacidos, donde la cisteina forma puentes que estabilizan la molécula (KEeNE
et al. 1988). Desempeiia una funcién importante en las interacciones entre los
diferentes componentes de la matriz extracelular y tiene particular importancia en
el reconocimiento de la integrina a2pl que regula la adhesion y diferenciaciéon
celular. Al ser secretado a la matriz extracelular, el colageno tipo VI forma una red

microfibrilar en practicamente todos los tejidos conectivos, excepto el tejido 0sea.
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Las microfibrillas le dan una disposicibn semejante a la cuentas de un rosario

(SILVERA and BARRIOS 2012).

Las enfermedades relacionadas con mutaciones en el coladgeno de tipo VI
representan un espectro de fenotipos desde la miopatia de Bethlem hasta la
distrofia muscular congénita de Ullrich. La miopatia de Bethlem, se caracteriza por
debilidad muscular proximal y contracturas variables y afecta con mayor
frecuencia los flexores de los dedos, los codos y los tobillos. La distrofia muscular
congénita de Ullrich se caracteriza por la debilidad congénita e hipotonia,
contracturas articulares proximales e hiperlaxitud de las articulaciones distales
(LAMPE et al. 2012).

38



5 Preguntas Cientificas

¢Puede la secuenciacion de siguiente generacion identificar variantes
potencialmente etiolégicas en genes candidato de FOP de manera eficiente?

¢ Es la variante p.Thr943lle en ADAMTS19 causal del fenotipo?

6 Objetivos de la Investigacion
6.1 Objetivo general

e Determinar si la secuenciacion de siguiente generacion es eficiente para la
identificacion de variantes potencialmente causales de FOP.

e |dentificar variantes de secuencia potencialmente causales FOP

e Efectuar ensayos funcionales que permitan describir mutaciones causales

en nuevos genes POF.

6.2 Objetivos especificos
e Identificar variantes en la region codificante de 70 genes candidatos de
FOP en 12 mujeres afectadas mediante el uso de NGS.
e Identificar las potenciales proteinas que interactian con ADAMTS19.
e Determinar si la mutacion p.Thr943lle en ADAMTS19 afecta alguna de

éstas interacciones.
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7 Materiales y Métodos.

7.1 Secuenciacion de siguiente generacion.

7.1.1 Poblacién de Estudio

Las pacientes y los controles de origen colombiano asistieron a la unidad de
fertilidad de la clinica Marly (Bogotéa, Colombia) y/o a la unidad de genética de la
Universidad del Rosario (Bogot4, Colombia). Doce mujeres afectadas por FOP
(POF-3, -4, -7, -9, -10, -11, -13, -17, -19, -23 y -136) fueron incluidas en el estudio.
El grupo control (GC) incluia 176 mujeres y un grupo adicional de 345 mujeres
(grupo de poblacion general [GP]; edades entre 19 afios y 63 afios) del mismo
origen étnico fueron reclutadas para valorar la frecuencia alélica de los alelos
potencialmente deletéreos. Todos los estudios clinicos y experimentales fueron
aprobados por el comité de ética de cada una de las instituciones participantes.

Todos los individuos firmaron un consentimiento informado.

e Criterios de Inclusion del grupo FOP:
~ Amenorrea mayor a 6 meses antes de los 40 afios de edad.
~ Niveles de FSH plasmaticos elevados (>40 Ul/ml).
~ Cariotipo 46,XX.
e Criterios de exclusién del grupo FOP:
~ Antecedentes de cirugia pélvica, quimio o radioterapia, infeccién ovarica
y/o enfermedad autoinmune.
e Criterios de inclusion del grupo control:
~ Menopausia después de los 50 afios de edad.
~ No antecedentes de enfermedades ginecoldgicas.
~ Ciclos menstruales regulares durante la vida reproductiva.

~ Haber tenido por lo menos un hijo.

7.1.2 Extraccion del ADN
Se tomaron 10 ml de sangre periférica en tubos con EDTA de cada individuo

participante. EI ADN total fue extraido de los leucocitos utilizando la técnica
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fenol/cloroformo. Mediante centrifugacion fueron obtenidos los leucocitos de los
que se aislo el ADN. La capa de leucocitos obtenida fue sometida a lisis por
adicion de 500 ul Tris-Cl, 10 mM- EDTA, 5mM pH: 8.0 frio. La lisis celular fue
completada agregando 5 ml de buffer de lisis (LSN). Se mezcldé suavemente por
inversion. A lo anterior se le adicioné 2.5 ml de fenol, y se mezcl6 suavemente por
inversion durante 5 min. Se agregaron 2.5 ml de Cloroformo-Isoamilico 1:24. Se
centrifugd a 3.000 rpm durante 10 min y se obtuvo el sobrenadante. Se
adicionaron 2.5 ml de fenol, 2.5 ml de cloroformo y se mezclé por inversion
durante 5 min. Se centrifugd a 3.000 rpm por 10 min. Se adicionaron nuevamente
fenol y cloroformo. Se mezclé suavemente por inversion por 5 min y se centrifugo
10 min a 3.000 rpm. Se obtuvo el sobrenadante y se adicionaron 1/10 del volumen
en NaCl 5M. Se agregaron 2 volumenes de etanol absoluto y se pas6 por
soluciones de etanol al 90%, 80% y 70% con el fin de retirar el exceso de sales.
Posteriormente, se dej6 secar y el pellet fue resuspendido en 700 ul de Tris 10
mM- EDTA, 1 mM pH:8.0, e incubado a 56°C durante 1 hora. La concentracion de

ADN se cuantificé en un espectofotometro NanoDrop 2000c de ThermoScientific.

7.1.3 NGS

La NGS se realiz6 a las 12 mujeres afectadas por FOP. Se seleccionaron 70
genes de interés para el microarreglo de secuenciacion de nueva generacion
después de explorar las bases de datos publicas: Pubmed, Highwire, GEO
profiles, MGI, entre otras. Para la busqueda de la literatura en internet se

incluyeron los términos “genetics of sex determination,” ‘“genetics of

LEANTS

genetics of ovulation,

LEANT)

gene expression and ovary,

1y i

folliculogenesis, ovary and

LN 1]

transcriptomics,” “mouse models of premature ovarian failure,” “premature ovarian

FE AN 11

failure,” “premature ovarian failure genetics,” and “primary ovarian insufficiency”.
Adicionalmente, revisamos reportes previos de analisis de secuenciacion
realizados en pacientes con FOP para identificar aquellos genes que mostraran
pruebas funcionales positivas. La base de datos MGI (Mouse Genome Informatics)

fue usada especificamente para explorar los fenotipos murinos de FOP. La
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herramienta GEO profiles del National Center for Biotechnology Information (NCBI)
fue usada para evaluarlos los perfiles de expresion de los genes seleccionados. La
secuenciacion del genoma humano (Build Hg19) para la region codificante de los

70 genes de interés fue obtenida del UCSC Genome Browser (Anexo 2).

Un total de 241,399 sondas que comprendian los exones de los 70 genes y 2,105
sondas control fueron introducidas en un array Agilent's 1X244K. 130 pl de agua
libre de nucleasas fueron agregados a tres microgramos del ADN gendmico de
cada paciente. Se sometieron a sonicacion para fragmentar el ADN en tamafios
entre 100pb y 200pb. El tamafio de los fragmentos se comprobd en el Bioanalyzer
HS Chip de Agilent. EI ADN fragmentado fue seleccionado usando perlas
Agencourt AMPure XP SPRI (Beckman Coulter). Posteriormente, las librerias de
ADN gendmico fueron construidas de acuerdo al protocolo de preparacion de
muestras para secuenciacion del ADN gendémico (llumina). EI ADN fue sometido a
una serie de reacciones enzimaticas para reparar los extremos fragmentados,
adherir un nucleétido unico “A” al extremo 3" del ADN fragmentado y ligar
adaptadores. Después de la ligacion, la amplificacién por PCR (10-12 ciclos) fue
realizada. Para el proceso de secuenciacion se utilizdé el secuenciador Illlumina
GAIl.

Las secuencias obtenidas del sitio web de la base de datos Ensembl fueron
usadas para determinar substituciones de aminoacidos. La potencial baja calidad
de las muestras y la contaminacion de los adaptadores fue filtrada usando el
software BLAT. Los datos de alta calidad fueron filtrados y alineados con el
genoma humano de referencia usando el software BWA 0.5.9rcl (http://bio-
bwa.sourceforge.net/) y las variantes fueron identificadas usando samtools-0.1.7
(http://samtools.sourceforge.net/). Las variantes fueron posteriormente filtradas
con base en la profundidad y la calidad de las lecturas. Las variantes filtradas
fueron anotadas, junto con su efecto potencial, usando el software snpEFF 3.4i
(http://snpeff.sourceforge.net/). Los resultados fueron comparados con la base de

datos dbSNP (NCBI version dbl137). Esto permitié identificar las variantes no
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descritas anteriormente. Las variantes anotadas fueron posteriormente revisadas
manualmente. El laboratorio Genotypic technology realiz6 la secuenciacion del
exoma y el andlisis primario de los datos. Las secuencias Wild Type humanas de
ADAMTS19 (gij112789555), BMPR2 (gij15451916) y LHCGR (gij106067657)
fueron usadas para los alineamientos multiples de proteinas (ClustalW software),

para estudiar la conservacién durante la evolucién de los residuos intercambiados.

7.1.4 Disefo de Primers

La secuencia de oligonucledtidos, para amplificar el exén 19 de ADAMTS19, se
disefio empleando el programa Primer3. Este programa considera entre otros, los
pardmetros de temperatura de melting, la longitud del primer, el porcentaje de
GCs, la formacion de dimeros y la formacién de estructuras secundarias. Los
primers de PCR se disefiaron fuera de la regién codificante para secuenciar todo
el marco abierto de lectura correspondiente. Para el proceso de secuenciacién se
disefié un primer interno. Los primers se verificaron por medio de BLASTN.

Tabla 1. Primers de amplificacion de ADAMTS19

Gen Secuencia del primer
ADAMTS19 Forward 5AAATGATGAATATCCAACTTACCCTGA3
Ex6n 19 HUADAMTS19ex19-1F

Reverse 5TCTTAATTACTCCTCAGCAACCATCCY

HUADAMTS19ex19-1R

Tabla 2. Primers de secuenciacion de ADAMTS19

Gen Secuencia del primer
ADAMTS19 Forward 5" TCACATATACCCTGAAAATGTATACY
Exén 19 HUADAMTS19ex19-2F

7.1.5 Amplificacion del ADN
La amplificacion de la region codificante del exén 19 del gen ADAMTS19 fue

llevada a cabo en la paciente POF-7, en el GC y en el GP. Se utilizaron los
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oligonucledtidos mencionados anteriormente. El fragmento amplificado tiene una
longitud de 601 pb. La reaccion de PCR se realizO segun las siguientes

especificaciones.

Tabla 3. Programa del termociclador para la PCR para la amplificaciéon del exén 19 del gen ADAMTS19

Programa Termociclador: MJ TIEMPO
Research PTC-100®
Desnaturalizacion 95°C 10 minutos
Inicial
Numero de ciclos 35 ciclos
Desnaturalizacion 95°C 1 minuto
Anillamiento 65°C 45 segundos
Elongacioén 72°C 40 segundos
Elongacién final 72°C 10 minutos
Conservacion 4°C

La amplificacion se comprobé analizando 5ml del producto de cada reaccién de
PCR por electroforesis en un gel de agarosa al 1% disuelto en buffer TBE 1X. Se
utilizé un patron de peso molecular (1kb Plus DNA Ladder) para identificar las
tallas de los fragmentos. El producto de PCR fue purificado mediante fosfatasa
alcalina y exonucleasa | antes de la secuenciacion. La secuenciacion directa fue
efectuada con el primer interno usando un secuenciador capilar (Applied
Biosystems). El andlisis de las secuencias fue realizado a través de alineamientos
multiples usando el programa clustalW. Se compar6 la secuencia del paciente
frente a la secuencia Wild Type del exdon 19 de ADAMTS19 obtenida de la base de

datos Ensembl.

7.1.6 Analisis in silico
Las herramientas bioinformaticas Polymorphism Phenotyping v2 (PolyPhen2) y
Sorting intolerant from tolerant (SIFT) fueron usadas para establecer los

potenciales efectos deletéreos de las variantes encontradas a nivel de la proteina.
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Los valores de prediccion de PolyPhen2 resultan de un algoritmo que utiliza el
andlisis comparativo de secuencias de proteinas de diferentes especies, las
caracteristicas fisicoquimicas de los aminoacidos intercambiados y el mapeo de la
sustitucion de residuos con respecto a las estructuras tridimensionales disponibles
de las proteinas. Los resultados son evaluados como “benigna”, “posiblemente
deletéreos” o “probablemente deletéreos” (ADzHuBE!I et al. 2010). ElI programa
SIFT utiliza las caracteristicas de hidrofobicidad de los aminoacidos y la
conservacion entre especies (similitud de las secuencia de proteinas) para
establecer la probabilidad de efectos deletéreos causados por mutaciones
missense (NG and HENIKOFF 2003).

7.2 Estudio de la interaccion proteina-proteina
La proteina ADAMTS19 se clasifica dentro de la familia ADAMTS como huérfana
ya que no se ha identificado su sustrato. Se han reportado diferentes métodos de
analisis de union de proteinas, como el sistema de doble hibrido en levaduras.
Este ensayo fue usado en el presente estudio para identificar las potenciales

proteinas de interaccion de ADAMTS19.

7.2.1 Sistema de doble hibrido en levaduras

El sistema de doble hibrido en levaduras usa el proceso de transcripcion para
identificar interacciones proteina-proteina. Se fundamenta en la reconstitucion de
un factor de transcripcion (FT) funcional seguido de la expresion de un gen
reportero en células de levadura genéticamente modificadas. Una vez se produce
la union fisica de la proteina de interés (unido al dominio de unién de ADN del FT)
a un fragmento de proteina de las librerias de ADNc (unida al dominio de
activacion del FT), el dominio de union al ADN del factor de transcripcion se
aproxima al dominio de activacion. La reconstitucion del factor de transcripcion
funcional activa la transcripcion del gen reportero HIS3. Las levaduras pueden
crecer en un medio selectivo carente de histidina. El ADN de los clones positivos
es posteriormente secuenciado y analizado para identificar la proteina de interés
(Fig. 4) (GIETZ et al. 1997).
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Figura 4. Principio del tamizaje de doble hibrido ULTimate Y2H (Hybrigenics). Bait: Proteina de interés, Prey:
Proteinas de interaccion - libreria.

El sistema de doble hibrido en levadura fue realizado en el laboratorio Hybrigenics

en Paris, Francia (www.hybrigenics.com). La proteina “pbait” fusionada al dominio

de unién de ADN del factor de transcripcion, fue generada de clones de ADNc de
adamts19-Mus musculus (Gene 1D:240322) en los vectores p27 y pB66. La
proteina fusion traducida contenia un fragmento de Adamts19 de 535 aminoacidos
(aa 637-1172). Se encontraban presentes los dominios de Adamtsl9
correspondientes a: thrombospondin type 1 repeat (SM0029 o PF00090), ADAM-
TS Spacer 1 (PF05896) y PLAC (PF08686). EI dominio thrombospondin type 1
repeat es la region en la que se encuentra la mutacién en la paciente POF-7. Las
proteinas “prey” fusionadas al dominio de activacion del factor de transcripcion,
fueron generadas de clones de una libreria de ADNc de ovario de Mus musculus
en los vectores p27 y pB66. Un total de 148.2 millones de interacciones fueron

evaluadas. Después de la seleccion sobre el medio deficiente de histidina, los
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clones positivos fueron elegidos y los fragmentos correspondientes al “prey” se

amplificaron y secuenciaron en sus extremos 3’y 5.

Para cada interaccion, los resultados fueron expresados en un Puntaje Bioldgico
Predicho (PBS) que calcula la fiabilidad de la interaccion. Se fundamenta en la
comparacion entre el namero de fragmentos de las proteinas sustrato que
interactian con la proteina de interés y la posibilidad de que estos hallazgos se
deban al azar. Los resultados de la interaccion se incluyen en categorias
discriminadas desde A a F (Donde A tiene el puntaje mas alto de probabilidad)
(Tabla 4).

La identificacién del (0s) “prey” que establecian interaccidén proteina-proteina con
el “pait” de analisis permitio la definicion del SID (Selection Interaction Domain).
Este dominio corresponde a la secuencia de aminoacidos especifica del “prey”

necesaria para su interaccion con el “bait” (Anexo 3).

Tabla 4. Categorias de interaccion entre proteinas - Global PBS.

Nivel de Interaccién

A Interaccion de muy alta confiabilidad
B Interaccién de alta confiabilidad

C Interaccién de buena confiabilidad
D Interaccion de moderada confiabilidad

7.2.2 Sistema de doble hibrido en células eucariotas - CheckMate™
Mammalian Two-Hybrid System

Teniendo en cuenta que los resultados del sistema de doble hibrido en levadura
fueron realizados sobre ADNc de ovario de ratdn, se buscé comprobar que la
interaccién se presentara también entre las proteinas ADAMTS19 y COLG6A2

humanas.

El sistema de doble hibrido en células eucariotas CheckMate (Promega) es una
herramienta para la deteccion de interacciones proteina-proteina. Los dominios

modulares de algunos factores de transcripcion forman la base para los sistemas
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de doble hibrido. Estos dominios incluyen uno de union a ADN, que interactia con
una region promotora especifica y uno de activacion de un factor de transcripcion.
En el Sistema CheckMate una proteina ("X") es fusionada al dominio de union al
ADN y una segunda proteina ("Y") al dominio de activacion transcripcional. En
este sistema, la interaccion entre las proteinas “X” y “Y” resulta en la transcripcion
del gen reportero de luciferasa firefly (Fig 5).

Expresion de
Luciferasa

%Ei:gf—i GAL4 | GAL4 | GAL4 | GAL4 | GAL4|—TATA _:.Luciferasa Firefly > +

—] GAL4 ;GAL4, GAL4 | GAL4 , GAL4|—TATA J:{-Luciferasa Firefly > +

AL4 p—

—i GAL4 :GAL-’. : GAL4 : GAL4 : GAL4 |—TATA ——| Luciferasa Firefly > 4+

(0]

Figura 5. Representacion esquematica del sistema CheckMate™ Mammalian Two-Hybrid System

El ADNc que codifica para las proteinas “X” y “Y” es clonado en los vectores pACT
y pBIND. El vector pACT es un plasmido en el que un promotor para el
citomegalovirus humano permite la expresién del dominio de activacion del virus
del herpes VP16 (aa 411- 456). Contiene una regién de clonaje mdultiple para la
insercion del fragmento de ADNc de interés. Posee el gen de fosfotransferasa de
neomicina que le confiere resistencia a analogos de la neomicina. Ademas,
contiene un origen de replicacion f1 para la produccion de ADN de cadena simple

y el gen de seleccion de B-lactamasa (Fig. 6).

El vector pBIND es un plasmido en el que un promotor para el citomegalovirus
humano permite la expresion del dominio de union al ADN (aa 1 — 147) sobre el
promotor del gen de levadura GAL4. Posee una region de clonaje multiple y el gen

de la luciferasa de Renilla, cuya expresion permite normalizar las diferencias en la
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eficiencia de la transfeccion. Ademas, un origen de replicacion fl1 para la
produccion de ADN de cadena simple y el gen de seleccion de B-lactamasa (Fig.
7).

El ADNc que codifica para dos proteinas que potencialmente interactlien se clona
en los vectores pBIND y pACT para generar una fusion del dominio de union a
ADN de GAL4 y el dominio de activacion de VP16. El vector pG5Iluc contiene cinco
sitios de unién a GAL4 corriente arriba de la caja TATA (Fig. 8). Ademas, posee el
gen reportero de luciferasa firefly. Las construcciones en los vectores pACT y
pBIND se co-transfectan con el vector pG5Iluc. La expresion de Renilla luciferasa y
firefly luciferasa se cuantifican usando el Dual-Luciferase® Reporter Assay System
(DLR). La interaccion entre las dos proteinas de interés da como resultado un
aumento significativo en la expresion de firefly luciferasa en comparacion con los

controles negativos (SCHENBORN and BRONDYK 1998).
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Figura 6. Mapa del vector pACT
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7.2.2.1 Construcciones plasmidicas para el clonaje del ADNc de ADAMTS19
y COL6A2 en pACT y pBIND

7.2.2.1.1 Clonaje de ADAMTS19 wild type en el vector pACT del sistema
CheckMate™ Mammalian Two-Hybrid System

7.2.2.1.1.1Generacion del producto amplificado para la digestion con las
enzimas de restriccion Sall y Notl

La secuencia codificante completa del gen ADAMTS19 (NM_133638) humano se
encontraba clonada en el vector pCMV6-AC-GFP (OriGene). Se realizé una PCR
sobre el vector pCMV6-AC-GFP/ADAMTS19 con dos primers que incluian en sus
extremos secuencias de reconocimiento para dos enzimas de restriccion (Sall y
Notl) presentes en el sitio de clonaje multiple de los vectores pACT y pBIND
(Tabla 5). El producto amplificado correspondia a un fragmento de 1608 pb. Este
ADNCc codificaba 536 aminoacidos de ADAMTS19 (aa 633 hasta el aa 1169) e
involucraba el sitio en que se encuentra la mutacién en la paciente POF-7
(p.Thr943lle).

La amplificacién de las secuencias se comprob6 en un gel de agarosa al 1% en
buffer TBE 1X. Para la purificacion del ADN amplificado por PCR se realizé un gel
preparativo y la banda fue posteriormente extraida y purificada usando el kit

PureLink® Quick Gel Extraction (Invitrogen).

Tabla 5. Primers de amplificacion para ADAMTS19

Gen Secuencia del primer
ADAMTS19 Forward 5ACGCGTCGACAA
Hu-ADAMTS19Sall- GCACCCGAGCACTTGGCTGGAGAG 3
fwCheck
Reverse 5ATAAGAATGCGGCCGCACTCTTCTGCT
Hu-ADAMTS19NotlI- GTAGCTTTTGGGC 3
reCheck
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7.2.2.1.1.2 Clonaje del ADNc de ADAMTS19 en pCR4-TOPO
El fragmento de ADNc de ADAMTS19 obtenido de la PCR de amplificacion
descrita anteriormente fue clonado usando el sistema TOPO-TA Cloning
(Invitrogen). Para este clonaje se usan productos de PCR con extremos
poliadenilados. La taq polimerasa tiene una actividad terminal no dependiente de
la secuencia molde que incorpora el nucleétido deoxiaminidasa (A) al extremo
3’del producto de PCR. El vector linealizado pCR4-TOPO tiene un residuo
deoxitimidina (T) en el extremo 3. Esto permite que el producto de PCR se ligue

de manera eficiente con el vector.

7.2.2.1.1.3 Transformacion

Para la transformacion del vector pCR4-TOPO con el inserto clonado, se utilizaron
células de Escherichia coli quimio-competentes One Shot TOP10 Competent Cells
(Invitrogen). Se afiadieron 2uL del vector en 25uL de bacterias y se incub6 por 30
minutos en hielo. Seguidamente, se realizé un choque térmico a 42°C en un bafio
serologico por 30 segundos y se conservaron en hielo por 5 minutos. Se agrego
125uL de medio S.O.C. y se incubdé a 37°C en agitacion por una hora. Se
sembraron 100uL en placas de LB agar con ampicilina y se incubaron a 37°C toda
la noche. Las colonias que crecieron en el medio corresponden a las células
transformadas por el vector. Estas colonias fueron extraidas y afiadidas en 5 ml
LB Broth con ampicilina durante toda la noche en agitacion a 37°C. Se extrajo el
ADN plasmidico utilizando el protocolo PureLink® Quick Plasmid Miniprep Kit y se
realizé una PCR de verificacion con el primer forward T7 que se une al plasmido y
un primer interno (reverse) que hibrida con un fragmento especifico de
ADAMTS19.

7.2.2.1.1.4Digestién con enzimas de restriccion
El ADN plasmidico con la insercion de la secuencia de ADAMTS19 wild type, con
los sitios de restriccion en 5’ y 3’, y el vector pACT se sometieron a un proceso de
digestion con las enzimas de restriccion Sall y Notl. En el NEBuffer 3.1 ambas
enzimas presentan una actividad del 100% (New England BioLabs). Para la
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reaccion de digestion se adicionaron 1000 ng del producto, 0.2uL de BSA (100X),
5uL de NEBuffer 3.1 (10X), 1uL de Notl (10U), 0,5uL de Sall (20U) y agua para
completar un volumen final de reaccion de 40uL. Se incub6 a 37°C por 4 horas. El
producto final de digestion se pas6 por un gel preparativo de agarosa (1%) y
posteriormente se realizd la extraccion de las bandas correspondientes con el kit

PureLink Quick Gel Extraction (Invitrogen).

7.2.2.1.1.5Ligacién de ADAMTS19 wild type en el vector pACT
Para la ligacion del fragmento amplificado de ADAMTS19 wild type en el vector
pPACT se empled una T4 ligasa de ADN (Invitrogen). Esta ligasa es ampliamente
utilizada para la generacion de moléculas de ADN recombinante en las que
fragmentos de ADN de interés se ligan al vector mediante enlaces covalentes. Se
siguieron las condiciones especificadas en la Tabla 6. Teniendo en cuenta que el
tamafio del vector es de 5566 pb y del inserto de 1608 pb se calculé la cantidad de

ADN del inserto a partir de la siguiente férmula:

; ‘o = 100ng x 1.6 kb 3
ng Inserto = Tt D X

ng Inserto = 87.2ng

Tabla 6. Condiciones de la reaccién de ligacion

Condiciones de lareaccién de

ligacion
Buffer T4 ligasa 4uL
Relacion molar Vector: 1:3
Inserto

Inserto (15ng/uL) 5.8 yL
Vector (42.4ng/pL) 2.3 L
T4 DNA ligasa (1U/pL) 3uL
Agua 6.1uL
Incubacion toda la noche 16°C
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Para transformar el producto de ligacién se anadieron 3uL en 25uL de células de
Escherichia coli quimio-competentes One Shot® TOP10 Competent Cells
(Invitrogen). Las 23 colonias que crecieron en el medio so6lido con Ampicilina
fueron afadidas en 5 ml LB Base con Ampicilina durante toda la noche en
agitacion a 37°C. Se procedidé a la amplificacion del vector mediante PCR de
colonias con un primer forward T7 EVV que se une al plasmido y un primer interno
(reverse) que se hibrida con un fragmento especifico de ADAMTS19. Esta PCR se
realiz6 con el objetivo de verificar la adecuada ligacién de fragmento en el vector
pACT. Las construcciones plasmidicas fueron enviadas a secuenciacién con
primers internos y sobre el vector. Una vez comprobado que el inserto se hubiera
clonado adecuadamente en los vectores se realizaron midipreps empleando el kit

PureLink® HiPure Plasmid Filter y se conservaron a -20°C.

7.2.2.1.2 Clonaje de ADAMTS19 mutante en el vector pACT del sistema
CheckMate™ Mammalian Two-Hybrid System

7.2.2.1.2.1Generacion de la mutacion c2828C>T de ADAMTS19 mediante

mutagénesis dirigida por PCR

La secuencia codificante completa del gen ADAMTS19 (NM_133638) humano se
encontraba clonada en el vector pCMV6-AC-GFP (OriGene). Para realizar la
mutagénesis dirigida que permitiera posteriormente la creacion de la construccion
del plasmido pACT-ADAMTS19-MUT se siguio el protocolo descrito por Patel et al
2009, con algunas modificaciones. El método se basé en una PCR de extension
solapada, la cual comprendié dos rondas de PCR, generando dos fragmentos de
ADN con extremos solapados. Los dos fragmentos fueron generados usando
cuatro primers (dos flanqueantes y dos mutagénicos). Estos fragmentos fueron
combinados en una reaccién de fusion subsecuente en la que el extremo 3’
solapado de cada hebra sirvid6 como primer de extension para la hebra

complementaria (PATEL et al. 2009). Los primers para la primera ronda de PCR
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que generd los fragmentos A y B fueron disefiados para que la mutacion se
localizara en el centro del primer (Fig 9) (Tabla 7). El fragmento A correspondi6 a
un producto amplificado de 2899 pb y en el fragmento B se amplificaron 800 pb.
Para la PCR del fragmento A se utilizaron 12,5 pl de Platinum® Pfx DNA
Polymerase (Invitrogen), 100 ng de ADN plasmidico (1 ul), 2 ul de cada uno de los
primers, 1,5 ul de DMSO y 8.25 ul de H20 para un volumen final de reaccion de 25
pl. Para amplificar el fragmento B se empleé GoTaq Green Master Mix (Promega)
12.5 pl, 100 ng de ADN plasmidico (1 pl), 2 yl de cada uno de los primers, 1,5 pl
de DMSO y 8.25 pul de H20 para un volumen final de reaccién de 25 pl.

Forward F1 - Reverse
R

-
PCR-I 5 24 3
e ]
F2 - Forward Reverse

* Elucién

Fragmentos 5’ F2

purificados 5’ e——3’

+ Extension solapada

PGR‘” F1 5 3
F2
+ Productos de PCR
Secuencia 5’
completa + 5
fragmentos 5 e F2

F1

Figura 9. Esquema de mutagénesis dirigida, tomada y modificada de (PATEL et al. 2009)
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Tabla 7. Primers para mutagénesis dirigida.

Gen Secuencia del primer
ADAMTS19 Forward 5CCGGGAATTCGTCGACTGGATCCGGT3
Fragmento HUADAMTS19Alpha-2F

A Reverse 5GACAACAGTGTCCTGCACAAAAATCATG

HUADAMTS19-2828-1R AGCAAAA3

ADAMTS19 Forward 5GACAACAGTGTCCTGCACAAAAATCATG
Fragmento HUADAMTS19-2828-1F AGCAAAA 3

B Reverse 5 GGGACTTCTATGCCCAAAAGCTGC?

HUADAMTS190mega-1R

Tabla 8. Programa del termociclador para la PCR para la amplificacion del fragmento A del gen ADAMTS19

Programa Termociclador: MJ TIEMPO
Research PTC-100®
Desnaturalizacion 94°C 2 minutos
Inicial
Numero de ciclos 20 ciclos
Desnaturalizacion 95°C 30 segundos
Anillamiento 57°C 30 segundos
Elongacion 66°C 3 minutos
Elongacion final 72°C 10 minutos
Conservacion 4°C

Tabla 9. Programa del termociclador para la PCR para la amplificacion del fragmento B del gen ADAMTS19

Programa Termociclador: MJ TIEMPO
Research PTC-100®
Desnaturalizacion 95°C 10 minutos
Inicial
Numero de ciclos 20 ciclos
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Desnaturalizacion 95°C 40 segundos

Anillamiento 57°C 40 segundos
Elongacion 72°C 40 segundos
Elongacién final 72°C 10 minutos
Conservacion 4°C

Para la purificacion del ADN amplificado por PCR se realizé un gel preparativo de
agarosa al 1% tefido con bromuro de etidio seguido de electroforesis del producto
amplificado. La banda fue extraida y purificada usando el kit PureLink® Quick Gel

Extraction (Invitrogen).

Posteriormente, se realizdé una segunda ronda de PCR en la que los fragmentos A
y B purificados se mezclaron. La reaccion se realizé con 12 uL del fragmento A, 3
ML del fragmento B, 10 yL de H20 y 25 pyL de GoTag Green Master Mix
(Promega). Las condiciones para la segunda ronda de PCR estan descritas en la
tabla 10. A continuacion, se realizé la purificacion de la secuencia completa de
ADN de ADAMTS19 mutado mediante un gel preparativo y extraccion de la banda
de interés. Este producto fue secuenciado para verificar la introduccion de la
mutacion deseada en ADAMTS19 (¢.2828C>T).

Tabla 10. Programa del termociclador para la segunda ronda de PCR

Programa Termociclador: MJ TIEMPO
Research PTC-100®
Desnaturalizacion 94°C 2 minutos
Inicial
Numero de ciclos 2 ciclos
Desnaturalizacion 94°C 1 minuto
Anillamiento 47°C 1:30 minutos
Elongacion 66°C 3:40 minutos
# Ciclos 2
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# Ciclos

# Ciclos

# Ciclos

# Ciclos

Elongacion Final

7.2.2.1.2.2Clonaje del ADNc de ADAMTS19 en pCR-XL-TOPO
El fragmento de ADNc de ADAMTS19 mutado obtenido mediante el protocolo de
mutagénesis dirigida descrito anteriormente fue clonado usando el TOPO XL PCR

Cloning Kit (Invitrogen). La reaccién de clonaje se describe en la tabla 11.
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Tabla 11. Clonaje en pCR-XL-TOPO

Volumen
ADNc de ADAMTS19 mutado 2 uL
Salt Solution 1L
Agua 2 uL
Vector pCR-XL-TOPO 1puL

Incubacion a temperatura ambiente por

30 minutos

Para la transformacion se afiadieron 3uL del producto en 25uL de células de
Escherichia coli quimio competentes One Shot® TOP10 Competent Cells.
Crecieron 18 colonias en el medio sélido con kanamicina y fueron afiadidas en 5
ml de LB Base con kanamicina durante toda la noche en agitacion a 37°C. Se
realiz6 una PCR de colonia con un primer forward T7 que se une al plasmido y un
primer interno (reverse) que alinea con un fragmento especifico de ADAMTS19.
Posteriormente, a las construcciones plasmidicas positivas se les extrajo el ADN
plasmidico utilizando el protocolo PureLink Quick Plasmid Miniprep Kit y fueron

enviadas a secuenciacién con primers internos y sobre el vector.

7.2.2.1.2.3Generaciéon del amplicon de ADAMTS19 mutante
Para la generacion del producto amplificado de ADAMTS19 mutante se realiz6
una PCR sobre el vector pCR-XL-TOPO que contenia el fragmento de ADNc de
de ADAMTS19 mutante y se siguié la metodologia descrita en el numeral
7.2.2.1.1.1. Posteriormente el fragmento de ADNc de ADAMTS19 mutante
obtenido de la PCR se cloné en pCR4-TOPO y se transformé siguiendo la

metodologia descrita en 7.2.2.1.1.3.
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7.2.2.1.2.4Clonaje del fragmento de ADAMTS19 mutante en el vector pACT
mediante digestion-ligacion

Para los procesos de digestion del producto amplificado y ligacién en el vector

pACT se sigui6 la metodologia descrita en 7.22.1.14 y 7.22.1.15,

respectivamente.

7.2.2.1.3 Clonaje de COL6A2 wild type en el vector pBIND del sistema
CheckMate™ Mammalian Two-Hybrid System

7.2.2.1.3.1Generacion del producto amplificado de COL6A2 para la
digestion con enzimas de restriccion luego del clonaje.

Para la obtencion de la region codificante de COL6A2 humano, se realizé primero
la extraccion de ARN total de una muestra de tejido de piel almacenada en trizol,
en la cual previamente se ha demostrado su expresion (VON KAISENBERG et al.
1998; SMILEY et al. 2005). A continuacién, se obtuvo el ADNc utilizando el kit
superscript Il first-strand synthesis system (invitrogen). Posteriormente, se
amplific6 el ADNc de COL6A2 con dos primers que incluian en sus extremos
secuencias de reconocimiento para las enzimas de restriccion Sall (localizacion 5’
del fragmento amplificado) y Notl (localizacion 3’ del fragmento amplificado) (Tabla
12). El producto amplificado correspondia a un fragmento de 1332 pb. Este ADNc
traducia para 444 aminoacidos de COL6A2 (aa 256 hasta el aa 700) e involucraba
la region donde se encontraba el SID reportada en el sistema de doble hibrido en

levadura. En paralelo se amplifico el ADNc del gen house keeping GADPH.

La amplificacion del ADN se comprobo en un gel de agarosa al 1% en un buffer
TBE 1X. Para la purificacion del ADN amplificado por PCR se realiz6 un gel
preparativo y la banda fue posteriormente extraida y purificada usando el kit
PureLink® Quick Gel Extraction (Invitrogen). Se procedio a la secuenciacion con

los mismos primers de amplificacion.
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Tabla 12. Primers de amplificaciéon para COL6A2

Gen Secuencia del primer
COL6A2 Forward 5ACGCGTCGAC
Hu-COL6A2Sall- AAGGAGAGAAGGGTGAATTTGGAGCCGA
Checkmate o
Reverse 5ATAAGAATGCGGCCGC
Hu-COL6A2NotlI- CTGTCTCGGACTTGGGGTCCTTAG 3’
CheckMate

7.2.2.1.3.1Clonaje del ADNc de COL6A2 en pCR4-TOPO vy
transformacion

El fragmento de ADNc de COL6A2 amplificado fue clonado usando el sistema
TOPO-TA Cloning (vector pCR4-TOPO) (Invitrogen). Para la transformacién, se
utilizaron células de Escherichia coli quimio-competentes One Shot TOP10
Competent Cells (Invitrogen). Crecieron 20 colonias en el medio con ampicilina
gue corresponden a las células transformadas por el vector. Estas colonias fueron
afadidas en 5 ml LB Broth con ampicilina durante toda la noche. Se realizé una
PCR de colonia con un primer forward T7 que se une al plasmido y un primer
interno (reverse) que alinea con un fragmento especifico de COLBA2.
Posteriormente, a las construcciones plasmidicas positivas se les extrajo el ADN
plasmidico utilizando el protocolo PureLink Quick Plasmid Miniprep Kit y fueron

enviadas a secuenciacion con primers internos y sobre el vector.

7.2.2.1.3.2Clonaje del fragmento de COL6A2 en el vector pBIND mediante
digestion-ligacion.

Para los procesos de digestion del producto amplificado y ligaciéon en el vector

pBIND se sigui6 la metodologia descrita en 7.221.14 y 7.22.1.1.5,

respectivamente.
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7.2.2.2 Co-transfeccion de las construcciones plasmidicas

Un dia antes de la transfeccion se sembraron 100.000 células COS-7 por pozo en
cajas de 24 pozos, empleando la cAmara de Neubauer para el conteo celular. Las
células se encontraban aproximadamente a un 70% de confluencia al momento de

la transfeccion.

Se co-transfectaron células empleando el lipido catiénico FUGENEG6 Transfection
reagent (Promega) agregando las siguientes cantidades de ADN de cada uno de

los constructos:

e 200ng del constructo con el vector pACT
e 200 ng del constructo con el vector pBIND

e 200 ng del vector pG5luc

Se siguieron las recomendaciones del protocolo de CheckMate de mantener una
proporcion de 1:1:1 para cada uno de los constructos en la transfeccion. Los
constructos con los que se realizaron las co-transfecciones se describen en la
tabla 13. Simultdneamente, en paralelo se co-transfectaron los vectores pACT-
MyoD y pBIND-Id, controles positivos que codifican y expresan dos proteinas que
interactdan in vivo. Las co-transfecciones se llevaron a cabo al menos tres veces
en sextuplicado. Se calculé la cantidad de ADN (ug) y FUGENE (ul) necesarios

para mantener una proporcion de 1:3.

Tabla 13. Co-transfecciones realizadas

Transfeccion
pBIND/COL6A2 +
PpACTADAMTSI19WT +
pG5luc
pBIND/COL6A2 +
pACTADAMTS19MUT +
pG5luc
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Para realizar la transfeccion se adiciondé el medio OptiMEM (libre de SFB y
antibiético) y el FUGENE a cada tubo, se mezcl6 e incub6 a temperatura ambiente
por 15 minutos. A continuacién, se afiadié la cantidad de ADN calculado para
mantener la proporcion descrita anteriormente. Se mezcl6 e incubd a temperatura
ambiente por 30 minutos para permitir la formacién del complejo entre el lipido
cationico y el ADN. A cada caja de 24 pozos se le retird el medio DMEM
suplementado con suero fetal bovino y antibidtico y se reemplazé por 500l
OptiMEM. Posteriormente, se sembraron 125 ul de la mezcla de transfeccion en
cada pozo. Se incub6 a 37°C por 48 horas para permitir la expresion de las
proteinas. Por ultimo, se extrajo el medio OptiMEM vy se realizé el lavado de los
pozos con PBS. Se afadio 100ul del buffer de lisis 1X a cada pozo y la placa se
llevé a agitacion a 100 rpm a temperatura ambiente por una hora. Los lisados
celulares se recuperaron por medio de desprendimiento manual y fueron

transferidos a tubos de 1.5ml.

7.2.2.3 Dual-Luciferase Reporter Assay System

Se empled el protocolo Dual Luciferase Reporter Assay System para cuantificar la
cantidad de Renilla luciferasa y firefly luciferasa (Promega). Se afiadieron 100yl
del reactivo de ensayo de luciferasa Il (LAR 1l) en cada uno de los tubos para
lectura. Se transfirieron 20ul de lisado celular al tubo que contiene LAR Il y se
mezcl6 pipeteando 2 a 3 veces. Se realizé la lectura en un luminémetro GloMax®
20/20. Se registro la medicion de la actividad de firefly luciferasa. Se retird la
muestra del lumindbmetro y se afiadieron 100 ul del reactivo Stop & Glo®. Se
mezclé suavemente y se volvio a colocar la muestra en el luminédmetro para
realizar la lectura. Se registré 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 NGS

La secuenciacion de siguiente generacion produjo ~2.5 GB de datos a partir de las
muestras de las 12 pacientes. Cerca del 90% de la secuencia de bases de interés
fue cubierta superando el umbral establecido para la lectura adecuada de los
polimorfismos de nucleétido Unico y los indels (deleciones e inserciones).
Posteriormente se filtraron los datos de las variantes de secuencia identificando 5
variantes nuevas en estado heterocigoto. La verificacién de los resultados del
NGS fue realizada mediante secuenciacion de Sanger. Se confirmaron 4 de las 5
variantes en las pacientes analizadas (tabla 14). EI SNP en el gen NR5Al
(c.1195G>T, p.Ala399Ser) correspondié a un artefacto de la NGS.

Tabla 14. Variantes encontradas en la NGS

Paciente Variante Proteina
POF-7 ADAMTS19 ¢.2828C>T p.Thro43lle
POF-19 LHCGR c.296A>G, BMPR2 p.Asn99Ser
€.2960C>T p.Ser987Phe
POF-23 LHCGR ¢.526C>T p.Serl76Pro

En el trabajo de tesis desarrollado se efectué Unicamente el estudio de la variante
de ADAMTS19 ¢.2828C>T (Fig. 10).
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Figura 10.Cromatograma de secuenciacién de Sanger de la paciente POF-7
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8.2 Fenotipo de la paciente
La paciente POF-7 experimentd la menarquia a los 12 afios de edad y presento
ciclos menstruales regulares (25 dias) hasta la edad de 28 afios. Posteriormente,
tuvo ciclos irregulares por 1 afo, evolucionando rapidamente a amenorrea. La
ecografia transvaginal reporté Gtero y ovarios con caracteristicas normales. Los
niveles de FSH, LH y E2 en plasma a los 29 afios eran 96.2 IU/L, 58.1 IU/L, y 38
pg/mL, respectivamente (rango normal: FSH, 4-13 IU/L; LH, 2-15 IU/L; E2, 20—
145 pg/mL). No se detectaron anticuerpos anti-tiroideos y anti-ADN en suero.

Ademas, la paciente no reporto historia familiar de infertilidad (tabla 15).

Tabla 15. Resumen de caracteristicas clinicas y moleculares.

Caracteristicas clinicas

Edad actual 29 afos
Amenorrea Secundaria
FSH 96.2 IU/L
LH 58.1 IU/L
E2 38 pg/mL
Hallazgos moleculares

Gen ADAMTS19
Variacion de secuencia c.2828C>T
Cambio de Aminoacidos p.Thr943lle
Prediccion in silico

SIFT 0.32
PolyPhen2 Posiblemente deletéreo

8.3 Predicciones in silico
Las predicciones in silico de la patogenicidad de la variante de secuencia
ADAMTS19 ¢.2828C>T fueron realizadas con los programas bioinformaticos SIFT
y PolyPhen2. Para SIFT El rango de puntuacién oscila entre 0 a 1. La sustitucion

de aminoacidos se predice deletérea cuando la puntuacion es < 0,05, y tolerada si

65



la puntuacion es > 0,05. En el caso de la proteina en estudio el valor fue de 0.32.
El resultado para PolypPhen2 nos indicé una proteina “posiblemente deletérea”.

8.4 Frecuencia alélica
Se realiz6 la amplificacion del exén 19 de ADAMTS19 en el grupo control y en el
grupo de poblacion general para determinar las frecuencias alélicas de la variante
ADAMTS19 ¢.2828C>T. Los resultados en el grupo control fueron 0/352 y en el
grupo de poblacién general de 0/690.

8.5 Sistema de Doble hibrido en levaduras
El ULTImate Y2H screen permitio identificar la interaccidon del fragmento de ADNc
de Adamts19 de Mus Musculus con una region del ADNc de Col6al con un PBS
categoria B y con una region del ADNc de Col6a2 con un PBS categoria A (Tabla
16) (Anexo 3).

Tabla 16. Resultados global PBS ULTImate Y2H SCREEN Mus musculus - Adamts19 vs Mouse Ovaries_RP1

Tipo de Marco de
Id.del clon  secuencia Nombre del gen Inicio..Parada (nt) lectura PBS
pB66_A-17 5p/3p Mus musculus - Coléal 990..2011 IF 8]
pB66_B-87 Spi3p Mus musculus - Col6al 1217.2131 O0F2 8
pB66_B-114 Sp/3p Mus musculus - Col6a? 1524, 2042 IF a
pB66_A-1 Sp/3p Mus musculus - ColGa1 1587..2038 IF 8
pB66_A-28 Splp Mus musculus - Colba2 9631992 IF (A
pB66_A-16  S5p/3p Mus musculus - Col6a2 1053. 2008 IF A
pB66_A-39  Sp/3p Mus musculus - Col6a2 12061981 IF (A
pB66_A-23 S5p/3p Mus musculus - Col6a2 1236..1970 IF A
pB66_A-15  Spidp Mus musculus - Colba2 12841992 IF A
pB66_A-32 Spi3p Mus musculus - Col6a2 1329.2169 IF n
pB66_B-26 Spip Mus musculus - Col6a2 1338.2010 IF (A
pB66_B-40 S5p/3p Mus musculus - Cola2 1338..2010 IF A
pB66_B-70 Spp Mus musculus - Col6a2 14521901 IF (A
pB66_B-28 Sp/3p Mus musculus - ColBa2 1524, 2014 IF A
pBE6_A-33  S5p/3p Mus musculus - Col6a2 1698..1992 IF A
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8.6 Sistema de doble hibrido en células eucariotas - CheckMate™
Mammalian Two-Hybrid System
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Figura 11. Resultados CheckMate™ Mammalian Two-Hybrid System.

Los resultados del ensayo de luciferasa para el sistema de doble hibrido en

células eucariotas no permitieron replicar los resultados previos obtenidos

mediante el sistema de doble hibrido en levadura ULTimate Y2H. Los valores de

URL entre las células co-transfectadas con ADAMTS19mut/Col6A2 versus

ADAMTS19wt/Col6A2 no mostraron diferencias estadisticamente significativas

(p=0.23) (Fig 11).
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9 Discusion
El objetivo del presente trabajo de tesis se fundamentd en la busqueda de
mutaciones en genes candidatos de FOP mediante el uso de NGS. Las
herramientas basadas en secuenciacion de Sanger para la identificacion de
mutaciones en genes candidatos de FOP presentan multiples limitaciones
técnicas, de costo y de rendimiento. La secuenciacion de Sanger tradicional solo
puede leer aproximadamente 700pb por reaccién. Por el contrario, la NGS es una
técnica que provee un analisis mas eficiente y a gran escala del genoma humano
que permite la secuenciacién en paralelo de millones de bases en una Unica
reaccion (LAISSUE 2015). Teniendo en cuenta que en los procesos fisioldgicos
relacionados con la fertilidad y la reproduccion se encuentran implicadas multiples
redes de sefializacion molecular, un gran nimero de genes controlan la funcion
reproductiva (MATzuk and LAmB 2008; MATzuK and BURNS 2012). Lo anterior
conduce a una dificultad para la seleccién de los genes candidatos a secuenciar

de manera tradicional que no se presenta con el uso de NGS.

Esta metodologia de abordaje en las pacientes con FOP permitié, en el presente
trabajo, identificar mutaciones que potencialmente contribuyen con el desarrollo de

la patologia en 3 de 12 pacientes.

La paciente POF-7 presentaba una mutacion no sinébnima en el gen ADAMTS19
(c.2828C>T, p.Thro43lle). Esta mutacion no habia sido descrita anteriormente en
las bases de datos de SNP y no fue encontrada en los grupos control especificos y
de la poblacion general. Estos datos sugieren que la variante encontrada es rara.
La FOP puede manifestarse a edades tempranas y limita la funcién reproductiva
de la paciente por lo que el fenotipo y las potenciales variantes causales se
encuentra sometidos a una seleccion negativa. Variantes asociadas a un fenotipo
de FOP severo sufrirdn esta seleccion y tendrian pocas posibilidades de alcanzar
frecuencias elevadas en la poblacion, por lo que en general serian variantes de

novo o de origen reciente (REes et al. 2011; CARRERA CACHAZA 2012).
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El analisis in silico de la mutacion predijo un efecto deletéreo con PolyPhen2 y
tolerada para SIFT. Ambas herramientas utilizan la homologia de secuencias de
proteinas para predecir si es probable que una sustitucion de aminoacido sea
perjudicial para la funcion de la proteina basado principalmente en el grado de
conservacion de la base afectada. En contraste a SIFT, que se basa Unicamente
en la homologia de secuencia para la prediccion, PolyPhen2 utiliza las
anotaciones de UniProt para predecir si la sustitucion de un aminoacido se
produce dentro de un sitio estructural o funcional importante para la proteina, por
ejemplo, sitios activos o de unién (RAMENSKY et al. 2002; FLANAGAN et al. 2010). La
sensibilidad de SIFT es de 69% y su especificidad de 13%. PolyPhen2 tiene una
sensibilidad de 68% y una especificidad de 16%. Estas herramientas
bioinforméticas pueden ser utiles en la prediccion de los cambios que puedan
causar una pérdida de la funcién de las proteinas. Sin embargo, los resultados
deben ser interpretados con cautela y las variantes patogénicas deben ser
reportados idealmente en el contexto de otras evidencias cientificas que den

soporte a los hallazgos (FLANAGAN et al. 2010).

La mutacién p.Thr943lle se encuentra localizada en la primera repeticion de
trombospondina en la regién C-terminal de la proteina. Se ha reportado que, la
region C-terminal de proteinas ADAMTS es necesaria para la especificidad de
sustrato y la localizacion subcelular (PORTER et al. 2005). El dominio TS reconoce
al receptor CD36 (receptor scavenger de la familia B), el heparan sulfato, el
colageno V, la fibronectina, el TGF-B y otros glicosaminoglicanos. Las
Trombospondinas tienen funciones en la inhibicion de la angiogénesis mediante la
unién al receptor CD36 que se encuentra en las células endoteliales. EI dominio
TS también participa en la adhesién celular y la motilidad celular ademés de la
agregacion ceélula-célula (RODRIGUEZ VALBUENA 2014). Por lo tanto, hipotetizamos
gue esta mutacion podria alterar las propiedades de union al sustrato de la
proteina ADAMTS19, modificar su selectividad enziméatica y/o mostrar una

localizacién subcelular anormal.
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La funcion de ADAMTS19 es desconocida y esta incluida dentro del grupo de
“‘Orphan ADAMTS” denominadas de esta manera porque no se han descrito sus
sustratos especificos. Para identificar las potenciales proteinas de interaccion de
ADAMTS19 se realizé un tamizaje de doble hibrido en levadura sobre una libreria
de ADNc de ovario de Mus Musculus. Esta libreria se utilizé teniendo en cuenta
que el raton es el mamifero con mayor conservacion funcional genética y
protedmica con respecto al humano. En su genoma existe mas de un 80% de
genes que contienen ortélogos en humanos con una homologia entre un 70% y un
100%. Igualmente, aproximadamente el 75% de las proteinas demuestra una
expresion conservada (KISLINGER and GRAMOLINI 2010). Ademas, era la Unica

libreria de ovario disponible en hybrigenics.

En el sistema de doble hibrido en levadura pueden existir interacciones
dificilmente detectables (e.g. poca representacion del ARNm en la biblioteca,
plegamiento de la proteina, toxicidad) o puede haber interacciones falsas
positivos. El PBS se ajusta mediante la integracién con resultados previos de la
base de datos de Hybrigenics en la que se han encontrado interacciones positivas,

para disminuir los falsos positivos (RAIN et al. 2001; FORMSTECHER et al. 2005).

Mediante el sistema de doble hibrido en levadura se identificé a Col6a2 y Col6al
como proteinas que interactian con Adamts19. Para comprobar la interaccién
entre las proteinas ADAMTS19 y COL6A2 humanas se empled el sistema de
doble hibrido en células eucariotas. Los resultados encontrados no permitieron
replicar los resultados obtenidos previamente. Sin embargo, en estudios previos
de tamizaje de doble hibrido en levadura para proteinas de Drosophila
melanogaster se pudo comprobar posteriormente la interaccion proteica en
humanos para el 79% de las interacciones con alto grado de confianza (PBS A, B
y C) utlizando las metodologias de coinmunoprecipitacion o pull-down
(FORMSTECHER et al. 2005).

En el caso de la interaccién de las dos proteinas que estudiabamos se pudo

presentar un resultado falso negativo en el sistema de doble hibrido de células
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eucariotas. Esto podria explicarse porque los dominios que interactian pueden ser
enmascarados por las interacciones intramoleculares que no son accesibles a sus
ligandos a menos que se expongan a una sefial de activacion especifica. Esta
sefal de activacion puede no estar presente debido a una inadecuada localizacion
subcelular de la proteina de interés al momento del estudio (TERRADOT et al. 2004;

FORMSTECHER et al. 2005).

Los sistemas de tamizaje de doble hibrido presentan algunas limitaciones que
deben ser superadas para que los resultados sean satisfactorios. Un bait
adecuado combinado con un fragmento prey corto disminuyen significativamente
la tasa de falsos negativos dentro de esta clase de proteinas (FROMONT-RACINE et
al. 1997).
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10 Perspectivas
Con la premisa de que la NGS es una poderosa herramienta para la identificacion

de nuevos genes involucrados en la FOP, se podria ampliar este estudio, tanto en
el nimero de casos de FOP como el nimero de genes a secuenciar mediante esta
técnica con el objetivo de identificar potenciales marcadores moleculares de uso

clinico.

Para corroborar la interaccion entre ADAMTS19 y COL6A2, se podrian utilizar
otras técnicas que han sido validadas para el estudio de las interacciones
proteina-proteina como la coinmunoprecipitacion o el pulldown. Una vez
comprobada esta interaccion se podria validar si ésta también se presenta con la
version mutante de la proteina ADAMTS19 o si est4 alterada o ausente. Ademas,
seria interesante crear un modelo knock-out de ratbn Adamts19 para el estudio de

su fenotipo.

Partiendo de la hipétesis de que esta mutacion podria alterar la localizacion
subcelular de la proteina, se podrian utilizar técnicas que permitan determinar la
localizacion subcelular de la proteina Wild Type y mutante (inmunofluorescencia,
GFP), para comprobar si existe un cambio en esta localizacion. Esto es
especialmente valido en el marco de una potencial retencion intracelular antes de
su normal secrecidon hacia la matriz extracelular, donde en principio deberia

ejercer su principal funcién.

72



11 Anexos

11.1 Anexo 1

Secuenciadores automaticos.
Sistemas PAGE:

ABI PRISM 377 de Applied Biosystems, el cual permite la utilizacion de cuatro
fluoréforos diferentes por lo que es posible realizar las cuatro reacciones en un
solo tubo y cargarlas en un solo carril de gel. Las longitudes del gel permiten leer
entre 200 y 1000 pb (TooNEN and HUGHES 2001).

ALF express Il ADN analysis system de Amersham Pharmacia Biotech, emplea
cebadores marcados con un unico fluoréforo para desarrollar cuatro reacciones

independientes que se deben correr en cuatro carriles diferentes de gel.
Sistemas fundamentados en electroforesis capilar:

ABI PRISM 310 de Applied Biosystems, el primer sistema comercial de
secuenciacion mediante electroforesis capilar. La lectura de 500 pb con un 99% de
precision toma alrededor de 2 horas. Ademas, procesa secuencialmente 96

muestras (WATTS and MACBEATH 2001).

CEQ 2000 ADN analysis system de Beckman Coulter, sistema automatizado para
secuenciar 8 muestras en paralelo. Secuencia hasta 96 muestras en 24 horas
(GALVIN et al. 1998).

MegaBACE 1000 ADN Sequencing system de Molecular Dynamics, secuencia en
paralelo 96 muestras en 2 horas. Sistema automatizado que secuencia hasta 1000

muestras en 24 horas sin intervencion del usuario (DOLNIK 1999).

ABI PRISM 3700 de Applied Biosystems, cuenta con 96 capilares con hasta cuatro
recargas automaticas de ellos. Cada reaccion dura alrededor de 2 horas y 30
minutos y detecta un promedio de 550 bases por reaccion de secuenciacion
(ADAMS et al. 2000).
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11.2 Anexo 2

Genes Incluidos en el microarreglo de secuenciacion.

ID Ensembl

ENSG00000154734
ENSG00000145808
ENSG00000125378
ENSG00000112175
ENSG00000153162
ENSG00000101144
ENSG00000130385
ENSG00000138696
ENSG00000204217
ENSG00000111276
ENSG00000164442
ENSG00000137869
ENSG00000100206
ENSG00000091831
ENSG00000140009
ENSG00000183733
ENSG00000102081
ENSG00000183770
ENSG00000118689
ENSG00000184481
ENSG00000131808
ENSG00000170820
ENSG00000134363
ENSG00000174804
ENSG00000164404

Nombre del Gen
ADAMTS1
ADAMTS19
BMP4
BMP5
BMP6
BMP7
BMP15
BMPR1B
BMPR2
CDKN1B
CITED2
CYP19A1
DMC1
ESR1
ESR2
FIGLA
FMR1
FOXL2
FOXO03
FOXO4
FSHB
FSHR
FST
FZD4
GDF9
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ENSG00000152661
ENSG00000187513
ENSG00000147437
ENSG00000109163
ENSG00000123999
ENSG00000122641
ENSG00000163083
ENSG00000175189
ENSG00000170498
ENSG00000116014
ENSG00000157404
ENSG00000049130
ENSG00000116678
ENSG00000104826
ENSG00000138039
ENSG00000162624
ENSG00000057468
ENSG00000204410
ENSG00000171487
ENSG00000188425
ENSG00000187556
ENSG00000104320
ENSG00000106410
ENSG00000136931
ENSGO00000167744
ENSG00000082175
ENSG00000101856
ENSG00000121879

GJAl1l
GJA4
GNRH1
GNRHR
INHA
INHBA
INHBB
INHBC
KISS1
KISS1R
KIT
KITLG
LEPR
LHB
LHCGR
LHX8
MSH4
MSH5
NALP5
NANOS2
NANOS3
NBN
NOBOX
NR5A1
NTF4
PGR
PGRMC1
PIK3CA
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ENSG00000127948
ENSG00000064835
ENSG00000204531
ENSG00000172179
ENSG00000113494
ENSG00000175325
ENSG00000171862
ENSG00000125384
ENSG00000073756
ENSG00000163661
ENSG00000169218
ENSG00000170365
ENSG00000175387
ENSG00000166949
ENSG00000113658
ENSG00000142168
ENSG00000147465

POR
POU1F1
POUSF1
PRL
PRLR
PROP1
PTEN
PTGER2
PTGS2
PTX3
RSPO1
SMAD1
SMAD2
SMAD3
SMADS
SOD1
STAR
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11.3 Anexo 3

Adamts18

837 1172 hgx3532v1
Mus musculus_ 1 a0 Signal peptide domain
(Gene ID: 240322 158 276 Peptidase M12E. propeptide - PR)1562
330 546 Peptidase M12B, ADAM/ reprolysin - PF01421
689 Thrombaspondin, type 1 repeat - SM00202
g41 688 Thrombospondin, type 1 repeat - PFO00S0
703 203 ADAM- TS Spacer 1 - PFO5284
a2z =l:) Thrombospondin, type 1 repeat - SM00208
282 1040 Thrembospondin, type 1 repeat - SM00209
A 234 1038 Thrombeospondin, type 1 repeat - PFO0080
1042 10B& Thrombaospondin. type 1 repeat - SM00209
1047 1081 Thrembospondin, type 1 repeat - PFOD0D20
1083 1147  Thrombospondin, type 1 repeat - SM00202
1087 1146 Thrombespondin, type 1 repeat - PFO00S0
1188 1199 FLAC - FFOBGER
ENCIIJIS&:I'I]LISWNS 1 18 Signal ide di i 40 870 a0
> ignal peptide domain
G'Dﬁ%?; '1 '25323,%,5 34 232 von Willebrand factor. type A- SMD0327
38 21 won Willebrand factor, type A - PFI0092
256 311 Collagen triple helix repeat - PFD1381
304 380 Collagen triple helix repeat - PAD1381
304 420 Collagen triple helix repeat - PR01321
B 400 453 Collagen triple helix repeat - PFO1321
457 511 Collagen triple helix repeat - PAI1381
444 558 Collagen triple helix repeat - PFFD1381
812 B8 von Willebrand factor, type A - SM00327
614 7758 von Willebrand factor, type A - PRI0DE2
B24 1005  von Willebrand factor, type A - SM00327
826 a3 won Willebrand factor, type & - PFOOD22
ﬁ%lséarnzuswlus 67 838 so
- 1 25 Sgnal peptide domain
a%e 1|5DSB182%§%2 38 248 wvon Willebrand factor, type A - SM00327
61 242 won Willebrand factor, type A - PRO00OZ
271 328 Collagen triple helix repeat - PFD1381
325 3g2 Collagen triple helix repeat - PRD1381
387 474 Collagen triple helix repeat - PFO1381
C 424 482 Collagen triple helix repeat - FFO1321
548 &03 Collagen triple helix repeat - PFI1301
628 Big von Willebrand factor, type & - 300327
630 BO7 won Willebrand factor, type A - PRO00SZ
248 1022  von Willebrand factor, type A - SMO0327
B48 1021 won Willebrand factor, type A - PRO00B2
Bait fragment S0 Selected Inferaction Domain
S0 fragment It iz the amino acid sequence shared by ail prey
Fram or SMART domain fragmentz mafching the zame reference profein.
I Transmembrane domain (TAMHMM) S0z have been found in numerous cases to correspond
N coiled- coil domain (Ncoils) to an identified structural or functional domain.

Sgnal pepfide (SgnalPHMI)

Resultados de ULTimate Y2H A. Region de Adamts19 utilizada por Hybrigenics para realizar el Y2H B. Regiones de
Col6al que interactuaron con Adamts19 C. Regiones de Col6a2 que interactuaron con Adamts19

Imagenes de proporcionadas por Hybrigenics Services.
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11.4 Anexo 4

Articulo: Next generation sequencing in women affected by nonsyndromic

premature ovarian failure displays new potential causative genes and
mutations.

Dora Janeth Fonseca, Ph.D., Liliana Catherine Patifio, M.Sc., Yohjana Carolina
Suarez, M.Sc., Asid de Jesus Rodriguez, M.Sc., Heidi Eliana Mateus, M.D., M.Sc.,
Karen Marcela Jiménez, M.Sc., Oscar Ortega-Recalde, M.D., M.Sc., Ivonne Diaz-
Yamal, M.D., and Paul Laissue, M.D., Ph.D.

Fertil Steril. 2015 Jul;104(1):154-62
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ORIGINAL ARTICLE: GENETICS

Next generation sequencing in
women affected by nonsyndromic
premature ovarian failure displays
new potential causative genes
and mutations

Dora Janeth Fonseca, Ph.D.,? Liliana Catherine Patino, M.Sc.,” Yohjana Carolina Sudrez, M.Sc.,?
Asid de Jesus Rodriguez, M.Sc.,? Heidi Eliana Mateus, M.D., M.Sc., Karen Marcela Jiménez, M.Sc.,?
Oscar Ortega-Recalde, M.D., M.Sc.,? lvonne Diaz-Yamal, M.D.,” and Paul Laissue, M.D., Ph.D.?

? Unidad de Genética, Grupo GENIUROS, Escuela de Medicina y Ciencias de la Salud, Universidad del Rosario; and ® Unidad
de Fertilidad PMA, Clinica Marly, Bogota, Colombia

Objective: To identify new molecular actors involved in nonsyndromic premature ovarian failure (POF) etiology.

Design: This is a retrospective case-control cohort study.

Setting: University research group and IVF medical center.

Patient(s): Twelve women affected by nonsyndromic POF. The control group included 176 women whose menopause had occurred
after age 50 and had no antecedents regarding gynecological disease. A further 345 women from the same ethnic origin (general pop-
ulation group) were also recruited to assess allele frequency for potentially deleterious sequence variants.

Intervention(s): Next generation sequencing (NGS), Sanger sequencing, and bioinformatics analysis.

Main Outcome Measure(s): The complete coding regions of 70 candidate genes were massively sequenced, via NGS, in POF patients.
Bioinformatics and genetics were used to confirm NGS results and to identify potential sequence variants related to the disease
pathogenesis.

Result(s): We have identified mutations in two novel genes, ADAMTS19 and BMPR2, that are potentially related to POF origin.
LHCGR mutations, which might have contributed to the phenotype, were also detected.
Conclusion(s): We thus recommend NGS as a powerful tool for identifying new molecular ac-
tors in POF and for future diagnostic/prognostic purposes. (Fertil Steril® 2015;H:1l-H.
©2015 by American Society for Reproductive Medicine.)

Key Words: Premature ovarian failure, POF, next generation sequencing, ADAMTS 19, BMPR2
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rimary ovarian insufficiency is a
heterogeneous pathology con-
sisting of irregular ovulation

secondary to distinct functional defects
(1). This condition may evolve to pre-

mature ovarian failure (POF), a
frequent condition characterized by
the cessation of menses before age 40
and increased plasma gonadotropin
levels (e.g., FSH >40 IU/L) (2). Women
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with POF may have primary or second-
ary amenorrhea depending on whether
the menarche has occurred (secondary)
or not (primary) (3). Although most POF
cases are considered idiopathic, distinct
etiologies have been described, such as
iatrogenic events, infectious agents,
autoimmune  conditions, environ-
mental factors, and metabolic disor-
ders. Most nonsyndromic POF cases
that are considered idiopathic have
pointed to the suspicion of a role for ge-
netic and epigenetic etiological factors.
Syndromic and nonsyndromic forms
of POF have indeed been related to
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differing types of X chromosome and autosomal anomalies.
For instance, it has been postulated that the hypergonado-
tropic hypogonadism observed in individuals with Turner’s
syndrome is due to the happloinsufficiency of genes located
on the critical regions of the X chromosome that escape ge-
netic inactivation (4). Fragile X syndrome has been associated
with FMR1 premutations and FMR2 microdeletions (5). X
chromosome deletions and translocations have led to identi-
fying loci on the X chromosome (POF1-POF2 and POF3) that
are related to the disease pathogenesis (6 and references
therein).

Considerable efforts have been made during the last 20
years to identify sequence variants mainly located in POF
coherent candidate genes' coding regions. However, less
than 50 mutations have been validated in only nine genes
(FSHR, LHCGR, NR5A1, NOBOX, FOXL2, FIGLA, BMP15,
NANOS3, and STAG3) via functional assays as causative of
nonsyndromic POF (7-20). Such apparent failure to identify
POF’s molecular origin has been partly due to the fact that
very few family-related cases allow gene mapping by linkage
analysis. In fact, POF etiological mutations are under strong
negative selection because they participate in the molecular
process responsible for reproductive fitness. Moreover,
ovarian development and physiology imply fine-tuned quan-
titative molecular events that are regulated by hundreds of
genes, thereby hampering the selection of coherent candi-
dates for direct sequencing. It should be noted here that,
although Sanger sequencing has been widely used for study-
ing POF candidate gene-coding regions, it does suffer from
technical limitations as it only allows up to ~700 base pairs
(bp) to be analyzed per reaction. Studying large candidate
genomic regions is therefore especially challenging since it
involves numerous assays in setting up polymerase chain re-
action (PCR) and sequencing experimental conditions. The
next generation sequencing (NGS) approach (first used in
2007) has been widely used as an efficient alternative for de-
tecting novel monogenic disease-related genes (21-23). This
technique has been used more recently for studying,
simultaneously, coding regions of thousands of genes (e.g.,
exome sequencing) that participate in the pathophysiology
of multigene complex diseases (24-27).

The present study involved, for the first time, performing
NGS assays on women affected by nonsyndromic POF. The
complete coding regions of 70 candidate genes were
sequenced in 12 women affected by POF. Bioinformatics
and genetic analysis led to identifying mutations in
ADAMTS19 and BMPR2 that are potentially related to POF
origin. LHCGR mutations that might have contributed to the
phenotype were also detected. NGS would thus seem to be a
powerful tool for identifying new molecular actors involved
in POF and for diagnostic/prognostic purposes.

MATERIALS AND METHODS
Patients and Controls

Patients and controls were of Colombian origin. They were
attending the Clinica Marly’'s PMA Fertility Unit (Bogota,
Colombia) and/or the Genetics Unit at the Universidad del Ro-
sario (Bogota, Colombia). Twelve POF-affected women (POF3,

-4,-7,-9,-10,-11,-13,-17,-19,-23, and - 136) were included
in the present study. All had at least 6 months of amenorrhea
before age 40, high FSH plasma levels (>40 IU/mL), and a
normal 46,XX karyotype. Women having a background of
anticancer treatment, pelvic surgery, ovarian infection, and/
or autoimmune disease were excluded from the study.

The control group (CG) included 176 women whose
menopause had occurred after age 50 and had no antecedents
regarding gynecological disease. These individuals reported
having had regular menstrual cycles during their reproductive
life spans and having had at least one child. A further 345
women (general population group [GP]; ages ranging from
19 to 63) from the same ethnic origin were also recruited to
assess allele frequency for potentially deleterious alleles. De-
pending on availability, DNA samples were collected from
family members of patients affected by potential pathogenic
variants. These samples were used for studying candidate
sequence variants potentially segregating with the pheno-
type. All of this study’s clinical and experimental steps were
approved by the Institutional Ethics Committee of both
participating institutions. All individuals signed a written
informed consent form.

NGS and Bioinformatics Analysis

Human genome sequences (Build Hg19) for the coding re-
gions of the 70 genes of interest were retrieved from the
UCSC Genome Browser (Table 1). These genes were selected
after exploring public Internet databases, such as PubMed,
Highwire, Geoprofiles, and MGI (Jackson Laboratory). For
Internet exploration of the literature we included keywords,
such as “genetics of sex determination,” “genetics of follicu-
logenesis,” “genetics of ovulation,” “gene expression and
ovary,” “ovary and transcriptomics,” “mouse models of
premature ovarian failure,” “premature ovarian failure,”
“premature ovarian failure genetics,” and “primary ovarian
insufficiency.” In addition, we revised previous reports on
gene sequencing involving women with POF to identify those
displaying positive functional tests. The MGI database was
use to specifically explore the POF phenotype. The Geopro-
files tool of the National Center for Biotechnology Informa-
tion (NCBI) was used to evaluate expression patterns of
selected genes.

Around 168,118 bases in length transcript sequences were
flanked by 100 bp in the upstream and downstream regions,
resulting in 247 kb target sequences. The 602 target coordi-
nates were generated by merging the overlapping 706 exon
coordinates in the selected genes' coding regions. These target
sequences were masked for 3 kb length repeats, and a final set
of 244 Kb sequences was considered for array design. Dense
tiling of the target sequences was done to generate 60mer oli-
gos regarding sense orientation. A final set of 241,399 probes
was designed to fit into Agilent’s 1X244K array, consisting of
241,399 experimental features and 2,105 control features. To-
tal genomic DNA was isolated from leukocytes by use of the
standard phenol/choloroform procedure. The DNA from the
12 POF samples was prepared and used for genome capture,
as described elsewhere (28, 29). An Illumina GAIIl sequencer
was used for high-throughput sequencing. The human
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TABLE 1

Fertility and Sterility®

Genes included in the sequencing microarray.

Ensembl ID

ENSG00000154734
ENSG00000145808
ENSG00000125378
ENSG00000112175
ENSG00000153162
ENSG00000101144
ENSG00000130385
ENSG00000138696
ENSG00000204217
ENSG00000111276
ENSG00000164442
ENSG00000137869
ENSG00000100206
ENSG00000091831
ENSG00000140009
ENSG00000183733
ENSG00000102081
ENSG00000183770
ENSG00000118689
ENSG00000184481
ENSG00000131808
ENSG00000170820
ENSG00000134363
ENSGO00000174804
ENSG00000164404
ENSG00000152661
ENSG00000187513
ENSG00000147437
ENSG00000109163
ENSG00000123999
ENSG00000122641
ENSG00000163083
ENSG00000175189
ENSG00000170498
ENSG00000116014
ENSG00000157404
ENSG00000049130
ENSGO00000116678
ENSG00000104826
ENSG00000138039
ENSG00000162624
ENSG00000057468
ENSG00000204410
ENSG00000171487
ENSG00000188425
ENSG00000187556
ENSG00000104320
ENSG00000106410
ENSG00000136931
ENSG00000167744
ENSG00000082175
ENSG00000101856
ENSG00000121879
ENSG00000127948
ENSG00000064835
ENSG00000204531
ENSG00000172179
ENSG00000113494
ENSG00000175325
ENSG00000171862

ENSG00000125384
ENSG00000073756
ENSG00000163661
ENSG00000169218
ENSG00000170365
ENSG00000175387

Gene name

ADAMTST
ADAMTS19
BMP4
BMP5
BMP6
BMP7
BMP15
BMPR1B
BMPR2
CDKN1B
CITED2
CYP19A1
DMCT
ESR1
ESR2
FIGLA
FMR1
FOXL2
FOXO3
FOX04
FSHB
FSHR
FST
FZD4
GDF9
GJAT
GJA4
GNRH1
GNRHR
INHA
INHBA
INHBB
INHBC
KISS1
KISS1R
KIT
KITLG
LEPR
LHB
LHCGR
LHX8
MSH4
MSH5
NALPS
NANOS2
NANOS3
NBN
NOBOX
NR5A1
NTF4
PGR
PGRMCT
PIK3CA
POR
POUTF1
POUSF1
PRL
PRLR
PROP1
PTEN

PTGER2
PTGS2
PTX3
RSPO1
SMAD1
SMAD2

Fonseca. NGS and potential new POF genes, Fertil Steril 2015,

Description
A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs 1 precursor
A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs 19 precursor
Bone morphogenetic protein 4 precursor
Bone morphogenetic protein 5 precursor
Bone morphogenetic protein 6 precursor
Bone morphogenetic protein 7 precursor
Bone morphogenetic protein 15 precursor
Bone morphogenetic protein receptor type-1B precursor
Bone morphogenetic protein receptor type-2 precursor
Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B
Cbp/p300-interacting transactivator 2
Cytochrome P450 19A1
Meiotic recombination protein DMC1/LIM15 homolog
Estrogen receptor
Estrogen receptor beta
Factor in the germline alpha
Fragile X mental retardation 1 protein
Forkhead box protein L2
Forkhead box protein O3
Forkhead box protein 04
Follitropin subunit beta precursor
Follicle-stimulating hormone receptor precursor
Follistatin precursor
Frizzled-4 precursor
Growth/differentiation factor 9 precursor
Gap junction alpha-1 protein
Gap junction alpha-4 protein
Progonadoliberin-1 precursor
Gonadotropin-releasing hormone receptor
Inhibin alpha chain precursor
Inhibin beta A chain precursor
Inhibin beta B chain precursor
Inhibin beta C chain precursor
Metastasis-suppressor KiSS-1 precursor
KiSS-1 receptor
Mast/stem cell growth factor receptor precursor
Kit ligand precursor
Leptin receptor precursor
Lutropin subunit beta precursor
Lutropin-choriogonadotropic hormone receptor precursor
LM/homeobox protein Lhx8
MutS protein homolog 4
MutS protein homolog 5
NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 5
Nanos homolog 2
Nanos homolog 3
Nibrin
NOBOX_HUMAN Isoform 2
Steroidogenic factor 1
Neurotrophin-4 precursor
Progesterone receptor (PR)
Membrane-associated progesterone receptor component 1
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha isoform
NADPH-cytochrome P450 reductase
Pituitary-specific positive transcription factor 1
POU domain, class 5, transcription factor 1
Prolactin precursor
Prolactin receptor precursor
Homeobox protein prophet of Pit-1
Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate 3-phosphatase and dual-specificity
protein phosphatase
Prostaglandin E, receptor EP2 subtype
Prostaglandin G/H synthase 2 precursor
Pentraxin-related protein PTX3 precursor
R-spondin-1 precursor
Mothers against decapentaplegic homolog 1
Mothers against decapentaplegic homolog 2
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TABLE 1

Continued.

Ensembl ID Gene name
ENSGO00000166949 SMAD3
ENSG00000113658 SMAD5
ENSG00000142168 SoD1
ENSG00000147465 STAR

Description

Mothers against decapentaplegic homolog 3

Mothers against decapentaplegic homolog 5

Superoxide dismutase

Steroidogenic acute regulatory protein, mitochondrial precursor

Note: Ensembl ID refers to the genomic sequence code from the Ensembl database (http:/Avww.ensembl.org).

Fonseca. NGS and potential new POF genes. Fertil Steril 2015.

reference genome GRCh37/hg 19 was used for mapping exome
sequencing (Exome-Seq). The sequence database downloaded
from the ensembl website (http://www.ensembl.org/Homo_
sapiens/Info/Index) was used as our gene model and for deter-
mining amino acid substitutions. Raw data obtained from
Ilumina GAII and SeqQC (in-house tool) were used for check-
ing data quality. Low quality and adaptor contamination were
filtered using BLAT software (in-house tool). The high-quality
filtered data were further aligned with the human reference
genome using BWA 0.5.9rcl software (http://bio-bwa.source
forge.net/), and variants were identified using samtools-
0.1.7a (http://samtools.sourceforge.net/). The variants were
then filtered on the basis of read depth and mapping quality.
The filtered variations were annotated, along with their po-
tential effect, by using snpEFF 3.4i software (http://snpeff.
sourceforge.net/). The results were compared with dbSNP
database data (NCBI version db137). This led to identifying
novel variations and their effect. Annotated variations were
further reviewed manually. Genotypic Technology did the
exome sequencing and primary data analysis. Excel functions
were used for subsequent filtering.

ADAMTS19 (gi|112789555), BMPR2 (gi|15451916), and
LHCGR (gi| 106067657) human wild type sequences were used
for multiple protein alignment (ClustalW software) for studying
conservation during the evolution of interchanged residues
(candidate mutations). These sequences were aligned with those
from distinct vertebrate species (Supplemental Table 1).

PolyPhen2 and SIFT bioinformatics tools were used for
assessing potentially damaging effects. PolyPhen2 prediction
values resulted from an algorithm using comparative analysis
of protein sequences from different species, the exchanged
amino acids physicochemical characteristics, and mapping
residue replacement regarding available three-dimensional
structures. The results are assessed as benign, probably
damaging, or possibly damaging (30). The SIFT program
uses amino acid hydrophobic features and conservation
among species (protein sequence similarity) to establish the
probability of deleterious effects caused by missense muta-
tions (31). A score under 0.05 would argue in favor of
pathogenicity.

Sanger Sequencing

ADAMTS19 (ENST00000274487) exon 19, BMPR2
(ENST00000374580) exon 13, and LHCGR (ENST0000029
4954) exons 3 and 6 were amplified by PCR from relevant pa-
tients to confirm potentially deleterious candidate sequence
variants obtained from NGS assays (see below and Table 2)

by using exon-flanking primers. Amplicons were purified us-
ing shrimp alkaline phosphatase and exonuclease I, following
the manufacturer’s instructions. Direct sequencing was per-
formed with internal primers using a capillary sequencer
(Applied Biosystems). Primer sequences and PCR conditions
are available upon request. An identical experimental setup
was used for screening these sequence variants in control in-
dividuals and in the GP group. Familial segregation of
BMPR2 and LHCGR mutations found in the POF19 patient
was screened in some members of her family (II:1, 1I:2, II:3,
III:3, from Supplemental Fig. 1).

RESULTS
NGS and in Silico Analysis

NGS assays produced ~2.5 GB data for 12 samples for each
individual as pair-end reads, having up to 97 bp mean read
length, and about 90% (0.2 Mb length) of the targeted bases
were covered, thereby sufficiently passing our thresholds for
calling single nucleotide polymorphisms (SNPs) and short
insertions or deletions (indels). Excel filtering of sequence
variants revealed five heterozygous coding variants:
ADAMTS19 ¢.2828C—T (p.Thr943lle), LHCGR ¢.296A—G
(p.Asn99Ser), LHCGR ¢.526C—T (p.Ser176Pro), BMPR2
¢.2960C—T (p.Ser987Phe), and NR5A1 ¢.1195G—T
(p-Ala399Ser).

The POF7 patient had the ADAMTS19-Thr943Ile muta-
tion, the POF19 patient had LHCGR-Asn99Ser and BMPR2-
Ser987Phe mutations, and the POF23 and POF136 women
were carriers of the LHCGR-Ser176Pro and NR5/AIL-
Ala399Ser mutations, respectively.

Multiple protein alignment showed that all interchanged
amino acids were conserved among vertebrate species (data
not shown). SIFT and PolyPhen predictions have been
included in Table 2.

Direct Sequencing of Candidate Mutations

The confirmation step for NGS results (via Sanger sequencing)
revealed that four out of five variants (ADAMTS19
¢.2828C—T, LHCGR ¢.296A— G, LHCGR ¢.526C—T, and
BMPR2 ¢.2960C —T) were definitely present in the corre-
sponding patients (Fig. 1 and Table 2). The NR5AI
¢.1195G—T sequence variant was not present in the
POF136 patient, thus displaying an NGS artifact. The afore-
mentioned positive variants were not found in the CG and
GP groups. Therefore, the allele frequency for each variant
was as follows: POF group, 1/24; CG, 0/352; GP group,

4
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TABLE 2

Clinical feat and molecular findi
Patient POF7
Clinical features
Actual age 29
Amenorrhea Secondary
FSH, IU/L 96.2
LH, IULL 58.1
E> pg/mL 38
Molecular findings
Gene ADAMTS 19
Sequence variation c.2828C>T
AA change Thro43lle
Pathogenicity prediction
SIFT 0,32
PolyPhen Possibly damaging

POF19 POF23
36 30
Secondary Secondary
130 90.4
19.6 20.8
9.8 16
BMPR2 LHCGR
LHCGR
BMPR2-c.2960C>T €.526T>C
LHCGR-c.296A>G
BMPR2-Ser987Phe Ser176Pro
LHCGR-Asn99Ser
BMPR2-Ser987Phe: 0,00 0,03
LHCGR-Asn99Ser: 0,26
BMPR2-Ser987Phe: Possibly damaging Bening

LHCGR-Asn99Ser: Bening

Note: Clinical features include details on reproductive conditions of POF patients presenting potential pathogenic mutations. Molecular and in silico results suggest deleterious effects of missense

mutations. AA = amino acid.
Fonseca. NGS and potential new POF genes. Fertil Steril 2015.

0/690. Family members of POF19 patient were carriers of the
BMPR2 ¢.2960A — G (I1:3, 1lI:3) or LHCGR ¢.296A— G (II:1,
1I:2) sequence variant. Only the POF19 individual (III:5)
displayed both variants at the heterozygous state
(Supplemental Fig. 1).

Patients' Phenotype

ADAMTS19- p.Thr943lle mutation. The POF7 woman had
experienced menarche at 12 years of age and had normal
menstrual cycles (25 days) until the age of 28. Then she had

irregular cycles for 1 year, rapidly evolving to amenorrhea.
Transvaginal ultrasound reported normal uterus and ovaries.
FSH, LH, and E, plasma levels at 29 years of age were, respec-
tively, 96.2 IU/L, 58.1 IU/L, and 38 pg/mL (normal ranges:
FSH, 4-13 IU/L; LH, 2-15 IU/L; E,, 20-145 pg/mL). Antithy-
roid and anti-DNA serum antibodies were undetectable. She
did not refer to a family background of fertility disorders.

BMPR2-Ser987Phe and LHCGR-Asn99Ser mutations. The
POF19 patient was a 37-year-old woman who was affected by
amenorrhea, hot flushes, and dizziness. Menarche had
occurred at 11 years of age with regular menstrual cycles

FIGURE 1

POF7-ADAMTS19

€.2828C>T
i

Cc

POF23-LHCGR

€.526T>C
4

Y\ \
ool LA L

POF19-BMPR2
€.2960C>T
\fnt

POF19-LHCGR

€.296A>G
4

Chromatograms of POF patients presenting ADAMTS 19, BMPR2, and LHCGR mutations. (A) POF7 patient: ADAMTS19-c.2828C>T mutation. (B)

POF19 patient: BMPR2 ¢.2960C>T and LHCGR-c.296A>G. (C) POF23 patient: ¢.526T>C. WT

heterozygous mutations.
Fonseca. NGS and potential new POF genes. Fertil Steril 2015.

wild type sequences. Arrows indicate positions of
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(every 28 days). When the menses stopped, her FSH, LH and E,
levels were, respectively, 130 IU/L, 19.6 IU/L, and 9.8 pg/mL.
Antithyroid and anti-DNA serum antibodies were undetect-
able. She did not mention symptoms evoking cardiac or pul-
monary dysfunction. Physical examination did not reveal any
clinical signs of pulmonary hypertension. Chest radiograph
and transthoracic echocardiogram gave normal results. No
family background of hypofertility or further diseases was
recorded.

LHCGR-p.Ser176Pro mutation. The patient carrying the
LHCGR-p.Ser176Pro was a 30-year-old woman who pre-
sented with secondary amenorrhea. She had experienced
menarche at the age of 12, with irregular menstrual cycles.
However, she did become pregnant and had one child. She
had no family background of reproductive disease. Transva-
ginal ultrasound did not reveal any morphological abnormal-
ities of the reproductive tract. Paraclinical tests showed
increased FSH plasma levels (90.4 IU/L), as well as low LH
(20.8 TU/L) and E, levels (16 pg/mL). Antithyroid and anti-
DNA serum antibodies were undetectable.

DISCUSSION

Human infertility can be considered to be a public health
concern since up to 15% of couples are affected by this disor-
der. Distinct conditions, such as tubal dysfunction, endome-
triosis, and ovarian pathology, have been recorded as
exclusively female etiological factors. It has been estimated
that ~15% of women have dysfunctions leading to reduced
ovarian reserve and, eventually, to POF (32). To date, muta-
tions in only a few genes have been definitely related to
POF pathogenesis, owing to Sanger sequencing’s technical
limitations regarding the polygenic nature of reproductive
phenotypes.

To overcome such drawbacks in the present study, the
complete coding regions of 70 candidate genes were
massively sequenced, via NGS, in 12 patients with POF
(Table 1). Several characteristics were considered when
including specific genes in the sequencing microarray, such
as previous reported tests validating a functional role,
coherent spatiotemporal expression pattern, positive genetic
association studies, and animal models having similar to
POF phenotypes. These genes belong to molecular pathways
that are involved in distinct steps regarding gonad develop-
ment and ovarian physiology, such as sex determination,
meiosis, folliculogenesis, and ovulation. It should be noted
that, since we used a 244K microarray, our approach probably
did not encompass all POF candidate genes (e.g., more than
350) (33-37). However, our results indicated that 25% (3/12)
of patients (POF7, POF19, and POF23) carried mutations
that potentially contribute to disease pathogenesis.

The POF7 patient, who was affected by secondary amen-
orrhea, was a carrier of the ADAMTS19-¢.2828C—T hetero-
zygous sequence variant (Fig. 1). Human ADAMTS 19, which
is located on chromosome 5, encodes a zinc metalloprotease
from the 19-member ADAMTS (a disintegrin and metallopro-
teinase having thrombospondin motifs) family of proteins
(38). At the structural level, ADAMTS factors have distinct do-
mains, motifs, and modules (38-40). These include (from the

N-ter to the C-Ter regions) a signal peptide, a prodomain, a
metalloproteinase domain, a disintegrin-like domain, a cen-
tral thrombospondin type I-like (TS) repeat, a cysteine-rich
domain, a spacer region, and a C-terminal region having a
variable number of TS repeats (39). ADAMTS19, like other
members of the family, includes an additional region, the
PLAC (protease and lacunin) domain, located in the protein’s
C-terminal region. It has been shown (by phylogenetic anal-
ysis) that ADAMTS17 is the closest related member to
ADAMTS19 (38, 39, 41).

Although specific ADAMTS19 expression has not been
widely studied, it has been detected in an osteosarcoma
¢DNA library and in fetal lung (38). Low expression signals
have been reported in developing heart, kidney, skeletal mus-
cle, and testis (42, 43). Adamts19 expression in mouse XX
gonads has been observed at E10.5 and from E12.5 to E15.5
as well as in postnatal life (8 days postpartum) (42, 44). It is
interesting that ovarian somatic cells expressing specific
markers (e.g., Follistatin and Foxl2) also express Adamts19
(42, 43). ADAMTS19's function remains unknown, but,
similar to other family members, it might contribute to
extracellular matrix remodeling by proteolytic activity on
specific substrates, such as proteoglycans and fibrillar
collagens (45). Concerning POF, it has been reported (using
genome-wide SNP genotyping) that ADAMTS19 might be
associated with the phenotype (46). Furthermore, some
ADAMTS 19 sequence variants seem to be associated with
ACVR2B and IGF2R SNPs, which might confer increased sus-
ceptibility to POF (47, 48).

The ADAMTS 19 mutation (c.2828C — T, p.Thr943Ile mu-
tation) found in our patient is novel, since it has not been
described in public SNP databases and it was not present in
176 women from the CG. Furthermore, we could not find it
in 345 women (690 alleles) from the GP, suggesting that it
might be a rare causative variant. In silico analysis at the pro-
tein level showed that the interchanged threonine residue in
position 943 was highly conserved among vertebrate species,
thereby underlining a putative functional role. Regarding
physicochemical properties, the presence of an isoleucine
instead of a threonine is predicted to modify protein structure
and hydrophobicity. In fact, Thr is a small, polar amino acid
having hydrophilic properties, while Ile is a large, nonpolar
hydrophobic residue. Such differences might alter protein
folding and its function. Accordingly, PolyPhen2 predicted
a deleterious effect (“possibly damaging™ score). SIFT did
not suggest a pathogenic consequence (score, 0.32), and it
should be stressed that both PolyPhen2 and SIFT bioinformat-
ics tools estimate only predictions regarding missense vari-
ants’ potentially deleterious effects. PolyPhen2 and SIFT
involve using some similar features, such as alignments
methods, to propose potential deleterious effects. However,
they automatically explore distinct Internet databases con-
taining differing quality sequences for a specific protein.
This leads, in some cases, to contradictory results, as well as
to imprecise predictions. For instance, if, for a specific protein,
a significant number of noncurated sequences (background
noise) from other species are taken for analysis, it is highly
probable that negative (harmless) predictions will be obtained
for a particular missense mutation. On the contrary, if only a
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few well-described sequences from closely related species
(e.g., humans and chimpanzees) are used for calculations,
then false-positive predictions could be found. Positive or
negative results would certainly be considered as a part of a
more comprehensive analysis including protein alignment,
mutation localization in a protein’s functional domains, and
examining mutation-induced physicochemical changes. The
p.Thr943lle mutation is located in the first TS repeat in the
protein’s C-terminal region. Interestingly, it has been shown
that the C-terminal region of some ADAMTS proteins (e.g.,
ADAMTS1, ADAMTS4) is necessary for both substrate speci-
ficity and localization (39 and references therein, 40). We thus
hypothesized that the p.Thr943lle mutation might alter
ADAMTS 19 substrate-binding properties and modify enzyme
selectivity. The mutant protein could also display abnormal
cell/tissue localization. Such features regarding an ovarian
context might be linked to abnormal somatic cells’ extracel-
lular matrix turnover, leading to defects in follicular develop-
ment and thus to POF. It would be interesting to perform
in vitro functional tests to validate this hypothesis as well
as to create pertinent Adamts19 mouse models (e.g., knock-
out, knock-in).

The POF19 patient, who was affected by secondary amen-
orrhea, had two heterozygous coding variants in BMPR2 and
LHCGR genes (Fig. 1). BMPR2 (bone morphogenetic protein
receptor type lI) encodes a serine-threonine kinase, which is
responsible for binding bone morphogenetic proteins (BMP)
(49, 50). BMP factors belong to the TGF-8 superfamily of
growth factors, which are involved in a wide variety of
biological processes, including reproduction (51). After
secretion to the extracellular space, BMP ligands bind to
transmembrane type I receptors, which in turn
transphosphorylate type | receptors (52). Type | receptor
activation leads to SMAD protein phosphorylation and then
to nuclear translocation of signaling for regulating target
genes (53). BMP15 and GDF9 ligands, two key actors in
ovarian physiology, have been related to BMPR2 activation
in mice and humans (54-56). In these species, BMP 15:GDF9
heterodimers (produced by oocytes) have higher biological
activity than homodimers (BMP15:BMP15 or GDF9:GDF9).
It has been shown that BMP15:GDF9 heterodimers act via
the BMPR2-ALK4/5/7-ALK6 receptor complex located in
granulosa cells (56). Since BMP15 sequence variants have
been related to POF etiology, we estimate that BMPR2 coding
mutations might also cause the disease (6, 17, 57). The
heterozygous mutation found in our patient strongly
suggested a deleterious effect since it was not present in our
control population groups and it displays a minimal allele
frequency <.01 (rs150642992). In silico analysis has shown
that the BMPR2 p.Ser987Phe mutation affects a highly
evolutionary conserved residue during evolution. SIFT and
PolyPhen2 predictions agreed with such an assumption
(SIFT, 0.00; PolyPhen2, probably damaging; Table 2). At the
physicochemical level, the p.Ser987Phe mutation implies a
drastic effect because serine is a small, polar amino acid,
while phenylalanine is a large, aromatic residue. This
mutation affects the transmembrane receptor’s intracellular
C-terminal tail region, which interacts with proteins
involved in cellular features such as ion transport,

Fertility and Sterility®

transcription,  cytoskeleton — structure/modulation, and
trafficking (58-60). Furthermore, this region might affect
SMAD intracellular signaling, and we thus hypothesize that
the BMPR2-p.Ser987Phe mutation in granulosa cells might
interfere with BMP 15 downstream signaling, thereby contrib-
uting to POF etiology. It should be noted that BMPR2 encod-
ing mutations (most being nonsense mutations) have been
related to primary pulmonary hypertension (PPH), a disease
having an autosomal dominant inheritance pattern (61-65).
Our patient had no clinical signs or background of PPH,
which might be explained by the disease’s low penetrance
(209%-30%) (64). Concerning individuals with PPH, an
association with POF has not been reported to date,
probably because it has not been systematically explored or
reported.

POF19 patient is also affected by the heterozygous
LHCGR ¢.296A— G (p.Asn99Ser) mutation. As for the
ADAMTS19 and BMPR2 mutations described above, control
population screening and bioinformatics studies suggested a
potentially deleterious effect. This mutation, located in the
protein’s extracellular domain, is novel and affects an amino
acid that is conserved during vertebrate species’ evolution.
LHCGR and FSHR were the first genes for which coding mu-
tations were related to POF (7, 8). Only homozygous
mutations in these genes in XX women have been definitely
linked to POF etiology. However, this feature does not rule
out heterozygous variants contributing to the phenotype. A
recent report described an association of a heterozygote
insertion of six nucleotides in LHCGR with amenorrhea and
poor oocyte recovery during IVF (66). In our patient, both
ADAMTS19 and LHCGR mutations may have had additive
pathogenic effects. Family segregation of mutant alleles
would support such a hypothesis (Supplemental Fig. 1).
Nevertheless, both mutations deserve functional tests to
clarify their contribution to the phenotype.

POF23 was affected by the heterozygous LHCGR-
p.Ser176Pro mutation (Fig. 1). As this mutation was absent
from our control populations and had computational predic-
tions (protein alignments; SIFT, 0.03) compatible with a dele-
terious effect, this variant might contribute to patient
phenotype (Table 2).

CONCLUSIONS

Taken together, our results lead to mutations in two novel
genes (ADAMTS19 and BMPR2) being potentially related
to POF pathogenesis. We have also proposed that hetero-
zygous LHCGR mutations might contribute, with variants
in further POF candidate genes, to premature menopause.
These assumptions must be validated by further
sequencing projects and functional tests. We thus recom-
mend NGS as a powerful tool for identifying new molec-
ular actors in POF and for future diagnostic/prognostic
purposes.
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SUPPLEMENTAL FIGURE 1

v

I LHCGR ¢.296A>G
[ BMPR2 ¢.2960C>T

Pedigree of POF19 family. Completely dashed symbols refer to the
affected individual (POF19) carrying both BMPRZ and LHCGR
mutations. Half dashed symbols refer to heterozygous carriers
(BMPR2 or LHCGR mutations)

Fonseca. NG5S and potential new POF genes. Fertil Stenil 2015.
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SUPPLEMENTAL TABLE 1

Sequences used for multiple protein alignments.

Protein Species Protein sequence (GI)
ADAMTS19 Homo sapiens 112789555
Bos taurus 194668875
Bison bison 742173366
Pygoscelis adeliae 690436459
Gallus gallus 513231250
Xenopus tropicalis 512817668
Rattus norvegicus 564393555
Mus musculus 28202057
BMPR2 Homo sapiens 15451916
Macaca mulatta 383409919
Bos taurus 296490468
Sus scrofa 325974528
Gallus gallus 47825379
Xenopus laevis 147901570
Rattus norvegicus 281371326
Mus musculus 6680804
LHCGR Homo sapiens 106067657
Bos taurus 41386703
Sus scrofa 47523950
Gallus gallus 45384388
Xenopus tropicalis 512844990
Rattus norvegicus 6981160
Mus musculus 7305233
Danio Rerio 190336595
Note: Gl refers to the protein code from the NCBI database (http:/www.ncbi.nlm.nih.gow/
pratein/).

Fonseca. NG5S and potential new POF genes. Fertil Steril 2015.
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