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ABREVIATURAS






Abreviaturas

5mC: 5 metilcitosina

5hmC: 5-hidroximetil-citosina

Aa: Aminoacidos.

ADN: Acido desoxinucleico.

ADNCc: ADN complementario

ARTN: Artemina.

ARN: Acido ribonucleico.

SMA: Actina de musculo liso.

BHLH: hélice-bucle-hélice

BMP: Proteina morfogénicas dseas
BSA: Albumina de suero bovino

CCN: Célula de la cresta neural

ChIP: Chromatin Immunoprecipitation
CNV: Variaciones del numero de copias.
Ct: Ciclo umbral

DAG: Di-acil-glicerol.

DAPI: 4,6-diamidino-2-fenilindol
DMSO:Dimetil Sulféxido

DNMT: ADN metiltransferasa
ddNTPs:dideoxinucledtidos.

dNTPs: Desoxinucleotidos trifosfato.
Dpf: dias postfertilizacion

ECE1: Enzima convertidora de endotelinas tipo 1.
EDN3: Endotelina 3

EDNRB: Receptor de endotelina tipo B
EGF: Factor de crecimiento epidérmico.
FGF: Factor de crecimiento derivado de fibroblasto.
GDNF: Factor neurotrofico derivado de glia.
GFAP: Proteina acida fibrilar glial.

GFLs: Ligandos de RET.

GFRa: Receptores a de GDNF.

Gl: tracto gastrointestinal

GPI: Glicosil-fosfatidil-inositol.

HTH: Hélice-giro-hélice

HMG: Hight mobility group

HSCR: Enfermedad de Hirschsprung.

ICF: Sindrome de inmunodeficiencia, inestabilidad de la regién centromérica y anomalias faciales.

IP3: Inositol tri-fosfato.

Ig: Inmunoglobulina.

JNK: Kinasa c-jun N-terminal.

KS: Sindrome de Kallman.

L-HSCR: HSCR de segmento largo.

LD-mapping: Linkage Disequilibrium mapping.
MEN2A: Neoplasia endocrina multiple tipo 2A.
Mo: Morfolino oligonucledtido

MSP: PCR especifica de metilacién

NB: Neuroblastoma

NLBs: Neuroespheres like bodies

NMD-mRNA: Nonsense-mediated mRNA Decay
NRG1: Neuregulina 1

NRTN: Neurturina.

NTF: Neurotrofina.

NTRK: Receptor de neurotrofina con actividad tirosin-kinasa
pb: Pares de bases

PBS: Tampdn fosfato salino.

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa
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Abreviaturas

PCWH: neuropatia desmielinizante periférica, leucodistrofia desmielinizante central, sindrome de

Waardenburg y enfermedad de Hirschsprung.
PLC-g: Fosfolipasa C-g.

PROK: Prokineticina

PROKR: Receptor de prokineticina

PSPN: Persefina.

RT-PCR: PCR en transcripcion reversa.
S-HSCR: HSCR de segmento corto.

SAM: S-adenosil-Lmetionina.

SD: Sindrome de Down

SNC: Sistema nervioso central.

SNE: Sistema nervioso entérico.

SNP: Sistema nervioso periférico.

SNPs: Polimorfismos de cambio de un solo nucleotido.
STRs: Microsatélites(Short tandem repeats)
SW: Sindrome de Waardenburg.
TLDA:TagMan Low Density Array

TCA: Aganglionosis total de colon.

TDT: Test de desequilibrio de transmision.
TEM: Transicidn epitelio-mesénquima

Tujl: B-lll-tubulina.

WNT: Wingless-Type MMTV Integration Site Family
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Introduccion

1.1 El Sistema Nervioso Entérico

El Sistema Nervioso Entérico (SNE), es la division mas extensa en numero de células
del Sistema Nervioso Auténomo (SNA) y pertenece anatomicamente a la rama del
sistema nervioso periférico (SNP). El SNE esta formado por una amplia y compleja red
de neuronas y células gliales localizadas en las paredes del tubo digestivo. Es capaz de
actuar de forma independiente como un sistema nervioso intrinseco para el intestino,
encargado de controlar la mayoria de las funciones del mismo.

Se organiza en dos anillos concéntricos de ganglios interconectados entre si. El
anillo exterior es el plexo mientérico o de Auerbach, situado entre las capas de
musculo liso, circular y longitudinal, y se extiende a lo largo del tracto gastro-intestinal;
mientras que el anillo interior es la submucosa o plexo de Meissner y se encuentra

exclusivamente en intestino delgado y grueso (Figura 1).
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Figura 1: Secciéon esquemtica del tracto gastrointestinal (Gl) adulto. Cada cuadrante representa un
segmento diferente del tracto Gl, desde el estdbmago hasta el colon; las estructuras mesenquimales se

muestran en detalle (Adaptada de McLin V.A. et al., 2009)
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La funcién del SNE es activar y controlar los reflejos intrinsecos que generan la
mezcla del bolo alimenticio y los movimientos peristalticos de propulsion, ademas de
controlar el flujo sanguineo y el transporte de agua y electrolitos a través del epitelio
mucoso (Heanue et al., 2007). En esta regidén existen al menos 20 tipos de neuronas
entéricas funcionalmente diferentes, que se clasifican en subtipos de acuerdo con las
caracteristicas morfoldgicas, propiedades electrofisiolégicas o la expresion combinada
de neurotransmisores y neuropéptidos generadas durante periodos especificos del
desarrollo (Burzynski et al.,, 2009, Bergner et al., 2014). Asimismo, estas
neuronas entéricas deben interactuar con otros tipos celulares como son las células
intersticiales de Cajal, que proporcionan la actividad marcapasos a la pared intestinal y
se cree que son las responsables de mediar los procesos de neurotransmisién entre
las neuronas motoras y entéricas en el musculo liso. Ademas, existen células
gliales que tradicionalmente se pensaba se encargaban Unicamente de dar soporte
mecanico a las neuronas. Sin embargo, cada vez existen mas evidencias de que estas
células también contribuyen a la regulacién de la transmisiéon sinaptica y la
comunicacion entre los sistemas nervioso e inmunoldgico, mostrando una notable
plasticidad y siendo uno de los primeros tipos celulares en la respuesta a lesiones
o invasién por patégenos (Coelho-Aguiar et al.,, 2015; Laranjeira et al., 2011). A su
vez, las neuronas y células gliales entéricas también pueden influir en la respuesta
de las células del sistemainmune innato y adaptativo. La capacidad de las neuronas
entéricas para responder a citocinas inflamatorias y leucotrienos plantea la
posibilidad de que los miembros de estas familias de moléculas de sefializacién
pueden tener un papel importante en el desarrollo y maduracidon del SNE de los
mamiferos (Muller et al., 2014).

Por ultimo, el efecto de la microbiota en la formacién de circuitos neurales en el
intestino de los mamiferos toma cada vez mas relevancia. Numerosos estudios tanto
en invertebrados como en vertebrados, han establecido una conexion clara entre la
flora microbiana y la fisiologia intestinal. Este efecto se pone de manifiesto en la
formacion de circuitos neurales en el intestino de ratones libres de patdgenos que
mostraron alteraciones en la contractilidad muscular y una disminucién en la densidad
nerviosa en yeyuno e ileon, ademds de presentar reduccion en la excitabilidad de

neuronas sensoriales (Shin et al., 2011; Buchon et al., 2009).
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Aunque la mayoria de los componentes anatémicos que forman el SNE se
desarrollan durante la embriogénesis, las neuronas entéricas y glia contindan en su
proceso de integracién en circuitos neuronales funcionales durante varias semanas
después del nacimiento. Esta observacion sugiere que los cambios en la fisiologia
digestiva y el medio ambiente que estan asociados con el establecimiento de la
microflora luminal y con la maduracién del sistema inmune de la mucosa, puedan
afectar a la fase postnatal del desarrollo del SNE, y en particular a los subtipos de
neuronas entéricas con un desarrollo mas tardio (Kabouridis et al., 2015)

El SNE deriva, casi en su totalidad, de una estructura transitoria que aparece en los
primeros estadios del desarrollo y formacion del tubo neural, llamada Cresta Neural.
(Yntema y Hammond, 1954). La progenie de la Cresta Neural son las células de la
cresta neural (CCN), las cuales se forman a partir del ectodermo embrionario

(Figura2).
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Figura 2: Formacion de las células de la cresta neural. Los bordes de la placa neural formada a partir de
las células neuroepiteliales empiezan a converger formando una ranura en forma de U. Los bordes se
fusionan formando el tubo neural. La delaminacidn de la cresta neural tiene lugar una vez cerrado por
completo el tubo neural. Es entonces cuando las células de la cresta neural sufren una serie de cambios
perdiendo sus caracteristicas epiteliales y transformandose en células mesenquimaticas, cambio que les
permite abandonar el tubo neural y comenzar la migracién, proceso conocido como transicién epitelio-
mesénquima (TEM).

La expresion combinada de un grupo de factores de transcripcion (MSX1/2,
PAX3/7, DLX5, AP2A, GBX2 Y ZIC1) confiere a la placa neural la capacidad de formar las
células de la cresta neural. Las moléculas que controlan la morfogénesis durante el
desarrollo del SNE son relativamente poco conocidas, aunque si se conoce la accién de

varios morfégenos clasicos. Las vias de senalizacion mediadas por BMP, FGF, WNT vy
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Notch/Delta y la expresion de factores de transcripcion tales como AP2, n-Myg, Id,
Snail, FoxD3, Ets-1, Sox8/9/10 son necesarios para mantener la multipotencia,
promover la transicion epitelio-mesénquima, e iniciar los procesos de delaminacion y
migracion, afectando a la supervivencia y proliferacion celular (Sauka-Spengler et al.,
2008).

Los precursores derivados de la cresta neural son capaces de migrar por todo el
embrién, proliferar, y por ultimo diferenciarse dando lugar a una amplia variedad de

tipos celulares y tejidos (Figura 3) (Lake et al., 2013).
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Figura 3: Diferentes tipos celulares a los que se diferencian las células de la cresta neural (Adaptada de
Mayor et al., 2013).

Sélo ciertas regiones bien definidas de la cresta neural daran lugar a las
neuronas y células gliales que formaran los ganglios entéricos y desde los cuales las
neuronas extenderan sus neuritas hacia sus dianas dando lugar a los complejos
circuitos neuronales presentes en el SNE (Le Douarin et al., 1999)

Dichas células derivan de las regiones vagal, troncal y sacra de la cresta neural.
Estas células precursoras entran en la region anterior del aparato digestivo del
embridn, siguiendo unas rutas de migracién definidas entre la séptima y la duodécima
semana de gestacion, en direccidn rostro-caudal hasta colonizar por completo el
intestino en desarrollo (Okamoto et al., 1967). Unicamente una pequefia porcion del
SNE procede de la region troncal de la cresta neural, limitada exclusivamente a
estructuras anteriores al duodeno. Sin embargo, los precursores procedentes de la

region vagal representan una aportacion celular mas amplia al tracto gastrointestinal,
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colonizando las regiones mas distales. Por ultimo, se establece una segunda ola
migratoria en la cual estaran implicadas las células de la cresta neural procedentes de
la regidn sacra. Estas ultimas, se encargaran de colonizar los ganglios pélvicos
autéonomos, y migrar mas tarde hacia el intestino distal en direccion contraria (Kapur
et al., 2000). El proceso migratorio se lleva a cabo en cadenas, en contacto unas con
otras, que requerird la presencia de diferentes niveles de expresiéon de moléculas de
adhesion (McKeown et al.,, 2013). Aunque la ola migratoria se mueve en sentido
rostro-caudal, dentro de ella cada célula de forma individual puede tomar una
compleja e impredecible trayectoria.

Las células de la cresta neural que colonizan el tracto digestivo constituyen una
poblacién heterogénea multipotente, en algunos casos con capacidad de auto-
renovarse, que incluye células con distinto grado de compromiso o diferenciacién
(Young et al.,, 2005). Es necesario que se establezcan unos correctos patrones de
proliferacion durante el desarrollo para que exista un nudmero suficiente de
precursores que aseguren la correcta formacién del SNE. Estos precursores iran
modificando de forma progresiva su fenotipo, segun el estadio del desarrollo en que se
encuentren, tanto durante su migracion, como después de ella (Henion y Weston,
1997, Newgreen et al.,, 2002a, 2002b). Por ello, es necesario que estos precursores
migren hasta el érgano diana y se diferencien a distintos tipos de neuronas y glia a lo
largo del intestino para dar lugar al repertorio celular en nimero suficiente y correcta
localizacion. Fallos en esta cadena de procesos restringen la fuente de precursores que
mas tarde dard lugar a las neuronas y glia entérica (Binder et al., 2008). Estos
diferentes estadios son regulados por diversas vias de sefalizacion que implican la
secrecion de moléculas por parte de las células del mesénquima intestinal, siendo
critica su ubicacién y la ventana temporal en la que se expresan, con la consiguiente

activacion y represion de la expresién génica en la célula (Le Douarin et al, 1992).

1.1.1 Principales rutas de seinalizacion durante el desarrollo del SNE

Entre las principales vias de sefializacién y factores implicados en el control de

la proliferacion y la supervivencia de las CCN durante el desarrollo del SNE destacan la
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ruta de RET y la ruta de EDNRB, aungque también existen otras vias también esenciales

para un correcto desarrollo del SNE.

1.1.1. a) Ruta de sefnalizaciéon de RET

El proto-oncogén RET (Rearranged during transfection) codifica para un
receptor transmembrana con actividad tirosin-kinasa implicado en la activacién
de <cascadas de seializacién intracelular que median  proliferacion,
diferenciacién y supervivencia celular (Takahashi et al., 1988). RET se expresa
mayoritariamente en la cresta neural, SNC, SNP y sistema excretor (Pachnis et al.,
1993, Avantaggiato et al., 1994, Schuchardt et al., 1994, Tsuzuki et al., 1995). La
proteina  contiene un dominio intracelular, un dominio transmembrana y un
dominio extracelular caracterizado por contener un péptido sefial, asi como una
region con alta homologia a la familia de moléculas de adhesién intercelular
cadherinas, y una regién rica en cisteinas muy conservadas entre especies
(Takahashi et al., 1988, 1989). Dentro del dominio intracelular se incluye el
dominio con actividad catalitica tirosin-kinasa, que se activa mediante fosforilacién
de residuos tirosinicos, desencadenando la activacion de diversas rutas de
sefalizacion intracelular.

Existen tres isoformas proteicas de RET: RET9 (1072 aa), RET43 (1106 aa) y
RET51 (1114 aa) (Myers et al., 1995), de las cuales RET9 y RET51 son las dos isoformas
mayoritarias, siendo RET9 necesaria y suficiente para el desarrollo del SNE y sistema
excretor (de Graaff et al., 2001).

La activacion de RET requiere la formacion de un complejo multimérico, en el
que estan implicados un ligando soluble de la familia de factores neurotroficos
derivados de la glia (Glial Derived Neurotrophic Factors, GDNF), y un co-receptor
anclado a la membrana celular a través de un enlace glicosil-fosfatidil-inositol (GPI) de
la familia de receptores a de GDNF (GFRa) (Treanor et al.,, 1996, Jing et al., 1996,
Runeberg-Roos et al, 2007). Los ligandos de RET (GFLs) son 4 miembros de la
superfamilia TGF-B: GDNF, neurturina (NRTN), artemina (ARTN) y persefina (PSPN) (Lin
et al., 1993), siendo todos ellos potentes factores de supervivencia neuronal (Figura 4)
(Baloh et al., 2000). Su estructura proteica se caracteriza por la presencia de un

dominio constituido por siete residuos de cisteina muy conservados y espaciados de
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forma similar. Son moléculas sintetizadas como precursores proteicos, a partir de los

cuales se obtendra la proteina soluble homodimérica mediante rotura proteolitica.
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Figura 4: Interacciones que se establecen entre los distintos ligandos, co-receptores GFRay RET
(Adaptada de Airaksinen et al, 2002)

GDNF, NRTN y ARTN estdn implicados en supervivencia de un amplio espectro de
neuronas tanto periféricas como centrales, mientras que PSPN participa en la
supervivencia de neuronas dopaminérgicas motoras y de la sustancia nigra tanto in
vivo como in vitro, aunque se desconoce su implicaciéon en supervivencia de neuronas
periféricas (Takahashi et al., 2001). Hasta el momento se han identificado 4 co-
receptores GFRa, de los cuales GFRa 1-3 poseen una secuencia con un elevado
porcentaje de homologia y una estructura proteica similar formada por tres dominios
cisteinicos denominados GDNF/GAS1 (Airaksinen et al., 2002). Por ultimo, GFRa4
presenta en su secuencia sélo un 40% de homologia con el resto de co-receptores y su
principal diferencia se encuentra en la ausencia del primer dominio cisteinico en el
extremo N-terminal (Lindahl et al., 2000, 2001; Masure et al., 2000). Cada uno de los 4
ligandos de RET tiene una afinidad especial por un co-receptor GFRa concreto. Asi
GDNF se une preferentemente a GFRal, NRTN a GFRa2, ARTN a GFRa3 y PSPN a
GFRa4. Aun asi, NRTN y ARTN pueden unirse a GFRal, y GDNF puede unirse in vitro

tanto a GFRa2 como a GFRa3, aunque con menor afinidad. A su vez, PSPN también
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puede unirse a GFRa4 y con menor afinidad a GFRal (Figura 5) (Baloh et al., 1998;

Sidorova et al., 2010).
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Figura 5: Mecanismos de unién del complejo GFL/GFRa/RET, activacién del receptor y elementos
celulares participantes en la cascada de sefalizacion (Adaptada de Airaksinen et al, 2002).

RET se sintetiza como mondmero inactivo que requerira para su activacion la
interaccidn con su ligando especifico en la zona extracelular. Para dicha interaccidn es
necesaria la presencia de un co-receptor (Runeberg-Roos et al., 2007). El ligando
homodimérico se une a dos moléculas de GFRa y el complejo formado interacciona a
su vez con dos moléculas de RET, induciendo la dimerizacién y autofosforilacion de los
residuos tirosinicos del dominio intracelular (Airaksinen et al, 1999) vy
desencadenando la activacion de la cascada de sefializacion (Takahashi et al., 2001;
Kawamoto et al., 2004). Se activan varias rutas de sefalizacién intracelular como
resultado de las interacciones de diferentes proteinas adaptadoras con las formas
activas de RET. Las rutas mejor conocidas son RAS-ERK, PI3K/ARK, JNK y PLC-y.

Ratones knockout en los cuales han sido inactivadas las dos copias del gen Gdnf
o Gfral (Gdnf-/- y Gfral-/-, respectivamente) presentan un fenotipo muy similar al de
los ratones Ret -/-, con agenesia renal y ausencia de SNE (Schuchardt et al., 1994;
Moore et al., 1996; Sanchez et al., 1996; Pichel et al., 1996; Enomoto et al., 1998)
debido probablemente a fallos en la proliferacién, migracion y diferenciacién de los
precursores entéricos. Sin embargo, ratones Nrtn-/- o Gfra2-/- solamente presentan

un descenso en la densidad de neuronas colinérgicas del SNE y no presentan anomalias
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renales (Heuckeroth et al., 1999; Rossi et al., 1999). Por otra parte ratones Knockout
en los cuales sdélo ha sido inactivada una copia del gen Ret o Gdnf (Ret+/- y Gdnf+/-,
respectivamente) no presentan ninguna alteracién entérica o renal tanto al nacer

como en la etapa adulta.

1.1.1.b) Ruta de seializacion de EDNRB-EDN3

En mamiferos existen 3 tipos de endotelinas (EDN1, EDN2 y EDN3) codificadas
por 3 genes independientes (Inoue et al.,, 1989). Estas proteinas actlan como
mensajeros intercelulares de accién local a través de receptores de membrana unidos
a proteina G (EDNRa y EDNRPB). EDNRa tiene alta afinidad por EDN1 y EDN2, y baja
afinidad por EDN3, mientras que EDNRP tiene afinidad similar por los tres ligandos
(Sakurai et al., 1992). Las endotelinas se secretan como preproendotelinas, es decir,
precursores de mayor tamafio inactivos, que seran procesados por las proteasas ECE1
(Endothelin-Converting Enzyme 1) y furina, generando la proteina activa que es
secretada al medio extracelular. Durante el desarrollo del SNE, EDN3 es la Unica
proteina secretada por las células mesenquimaticas del tracto digestivo (Brand et al.,
1998; Nataf et al., 1998; Leibl et al., 1999).

EDN3 es capaz de inhibir la quimioatraccion que GDNF ejerce sobre los
precursores entéricos (Kruger et al., 2003). Los niveles mas elevados de expresion de
EDN3 se producen préximos o previamente al momento en que el frente de
precursores entéricos inicia su movimiento migratorio (Barlow et al., 2003).

El receptor EDNRB se expresa concretamente en cresta neural vagal y troncal y
en varios linajes de células derivadas de la misma durante los estadios iniciales del
desarrollo, previo a la migracion celular. Mas tarde se mantiene su expresion en
aquellas células que migran a lo largo de la ruta dorso-ventral, y tras la colonizacién
por parte de estas células de los tejidos diana, principalmente se expresa en células
adreno-medulares y de los ganglios del SNP incluyendo los ganglios del SNE (Nataf et
al., 1996; Brand et al., 1998; Woodward et al., 2000).

EDNRB es un receptor de membrana unido a proteina G. Familia de receptores
capaces de transducir sefales al interior celular tras la union del ligando iniciandose

una cascada de sefializacion intracelular que implica la activaciéon de fosfolipasa C-

MV. Enguix-Riego - 9



Introduccion

(PLC-B) dando lugar a un aumento en los niveles intracelulares de Ca2+ mediado por el
aumento en los niveles de Inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) (Kloog et al.,
1989), evento necesario para la activacion de la ruta ERK/MAPK (Crameret al., 2001).
EDNRP es capaz de unirse a distintos tipos de proteina G, y esto podria explicar cierta
plasticidad funcional a la hora de transmitir distintos tipos de sefiales (Takigawa et al.,
1995; Liu et al., 2003).

Fallos en esta ruta de sefalizacion, tienen consecuencias a nivel de
diferenciacién, migracion, proliferaciéon y supervivencia de los precursores de los
melanocitos y de los ganglios entéricos. Ratones Edn3-/-,EdnrB-/-, ya sean mutantes
espontaneos o dirigidos, presentan un fenotipo caracterizado por la ausencia de
neuronas entéricas en la porcion mas distal del tubo digestivo, posiblemente debido a
la parada prematura en la migracién de las células procedentes de la regidn sacra
(Hosoda et al., 1994; Baynash et al., 1994).

Es por ello que mutaciones en estos genes estan relacionadas con defectos
pigmentarios, sordera y enfermedad de Hirschsprung (HSCR, OMIM 142623), ya que se
ve comprometida la integridad de melanocitos de piel y oido interno asi como de las
células de los ganglios entéricos (Edery et al., 1996; Puffenberger et al., 1994; Hofstra

et al., 1996; Bidaud et al., 1997).

1.1.2 Factores de transcripcion implicados en el desarrollo del SNE

Existen numerosos estudios que muestran la participacion de diferentes
factores de transcripcion en el desarrollo del SNE. Ratones knockout de los genes
Sox10 y Phox2b presentan ausencia de neuronas entéricas a lo largo del tracto
gastrointestinal mientras que Mashl es esencial en el caso de supervivencia
de neuronas que colonizan el eséfago, estando en todo los casos su actividad
relacionada con la regulacién tanto de Ret como de Ednrb. Asimismo, la eliminacién
del factor de transcripcién Zfhxlb en ratones frena el flujo migratorio de CCN
hasta la regién proximal del duodeno. Cada vez se conocen mas factores de
transcripcién implicados en el desarrollo del SNE tales como Hand2, Hox11L.1 o Hoxb5

(Burzynski et al., 2009).
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Otros ejemplos de fina regulacion del desarrollo del SNE por parte de diferentes
factores de transcripcion se produce en el epitelio intestinal, donde una célula
progenitora multipotente dard lugar a cuatro linajes de células diferentes (tres
secretoras y una de absorcion), dependiendo de las sefiales recibidas del medio y de
los diferentes niveles de expresidn de distintos factores de transcripcidon. Una vez que
la célula se ha comprometido hacia el linaje secretor o de absorcién, debera entonces
diferenciarse, en concreto, en este momento son los factores de transcripcidon
Neurogenina3 y Pax6 los que promueven la diferenciacién final a células
enteroendocrinas. KIf4 da lugar a la diferenciacion de células caliciformes (Zheng et al.,
2009) y EIf-3 activa la expresion de TgfBRIl promoviendo la diferenciacién final de
dichas células caliciformes y absortivas (Flentjar et al., 2007).

Algunos de los factores de transcripcion mas importantes descritos como
moduladores de las CCN y cuya actividad esta claramente relacionada con el desarrollo

del SNE se detallan a continuacion.

1.1.2.a) SOX10

SOX10 (Sex determining region Y box 10) es un gen que codifica para una
proteina que pertenece a la familia de factores de transcripcion SOX, familia proteica
caracterizada por la presencia del dominio HMG (Hight mobility group) de unién al
ADN.

Este gen consta de 5 exones, de los cuales, los exones 1y 2 no son codificantes,
el codén ATG e inicio de la transcripcion se situa en el exén 3 y el codén de parada se
encuentra en el exdn 5. Codifica para una proteina de 466 aminoacidos, con diferentes
dominios funcionales. El dominio HMG, es el dominio de unién a ADN, el cual presenta
un nucleo hidrofébico altamente conservado a través del cual es capaz de unirse al
surco menor del ADN, y que ademas resulta esencial para el mantenimiento de la
estructura terciaria de la proteina (Bondurand et al., 2013). Previo al dominio HMG se
encuentra el dominio de dimerizacién, necesario para la dimerizacién de SOX10 en
aquellos casos en que actia como homodimero (Bowles et al.,, 2000). Otro de
los dominios funcionales es el denominado K2 o Regidn-E, cuya delecién en ratones
ha revelado una funcidon transactivadora dependiente de tejido durante el

desarrollo (Schreiner et al., 2007).
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Ademas, parece mediar la interaccion con AP2a (Activator Protein 2 alpha),
sugiriendo una posible actividad como co-factor implicado en la interaccién proteina-
proteina (Wahlbuhl et al., 2012). Por ultimo, en el extremo carboxi terminal, se
encuentra el domino de transactivacidén, necesario para la activacién transcripcional

que ejerce esta proteina (Figura 6).

EXOMN 1 EXOM 3 EXON 4 EXON 5
s 4———4H .
EXONZ i =

NH2

61 101 180 233 306 400 466

Figura 6: Representacion esquematica de la estructura gendmica de SOX10 y de la proteina que
codifica. Se muestran los dominios funcionales de la proteina. Dim: Dimerizacion. HMG: dominio de
unién al ADN. TAD: dominio de transactivacion y dominio K2.

En ratones, Sox10 se expresa en precursores entéricos comprometidos con la
estirpe neuronal y glial y parece estar implicado en la supervivencia de éstos
(Southard-Smith et al., 1998). En otras especies, se ha detectado su expresién en
cresta neural craneal y en melanoblastos derivados de cresta neural (Cheng et al.,
2000; Duttonet al., 2001; Aoki et al., 2003). En humanos, SOX10 se expresa tanto en las
CCN en migracidén y sus derivados, como en ganglios craneales y espinales (Bondurand
et al.,, 1998). Su expresidn estd relacionada con el mantenimiento de |Ia
pluripotencialidad de las CCN a bajas concentraciones, y con la inhibiciéon de la
diferenciacién neuronal a dosis elevadas, favoreciendo la generacidn de glia periférica
y melanoblastos (Kim et al., 2003; Paratore et al., 2001).

SOX10 puede ejercer su funcién uniéndose solo o en combinaciéon con otros
factores de transcripcién. La unién de SOX10 a sus genes diana favorece en estos un
cambio conformacional modulando asi su expresion. Ademas, es capaz de mantener la

estructura de la cromatina y puede reclutar la unidn de otros factores de transcripcién
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para modular la expresion génica, no sélo por el cambio de topologia en el ADN, sino
también, por interaccion directa proteina-proteina. Diferentes co-factores han sido
identificados, incluyendo PAX3, MITF, SP1, EGR2, OCT6, NMI, AP2A, FOXD3 y SOX2. En
algunos casos, la actividad cooperativa depende Unicamente de la unidon de SOX10 al
ADN vy el reclutamiento posterior del co-factor, como es el caso de Foxd3. Puede
ocurrir también que sea necesaria la union de ambos factores para dirigirse a
secuencias reguladoras de genes como es el caso de la unién de SOX10 y PAX3 en los
elementos reguladores de MITF; y en otros casos, la union del co-factor es suficiente
para reclutar SOX10 como en el caso de la activacion de RET y EDNRB (Figura 7)
(Bondurand et al., 2013).

AGAGTCTOTEC TTOCARCCACCATETCACACTECOCAT
» ——
W e =
" —_ —
=" MCER T Red gan
| 3
wnnl “ ]
PN e ¥
.-"-' = “
"
. Bunan COOCTTACATOOTCATC

Seq1l TAAAAGTTCAATTATCA
Seq2 CGETGATTGAT
Seq3 TTGGETETTGAATTAAA

Figura 7: SOX10 interactoma; RET y EDNRB como genes diana de SOX10. A) Diagrama del interactoma
de SOX10 durante el desarrollo del SNE. Las fechas azul oscuro indican la regulacion directa de Ret, Ednrb
y el propio Sox10 por Sox10. B) Esquemas de los genes RET y EDNRB en humano y secuencias
reguladoras identificadas a las que se une SOX10 (Adaptada de Bondurand et al., 2013).

RET y EDNRB son dos de los genes diana de la regulacion de SOX10, los cuales
tienen una clara implicacién en el desarrollo del SNE y de otras estructuras derivadas
de la cresta neural (Lang et al., 2003; Zhu et al., 2004). En modelos animales se
ha demostrado como Sox10 es capaz de regular la expresion espacio-temporal tanto

de Ret como de Endrb en las CCN (Bondurand et al., 2006). SOX10 puede ademas
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activar la transcripciéon de RET mediante la unién directa a una region reguladora
(Emison et al., 2010) y su interaccién con PAX3 favorece la actividad transcripcional
de RET con respecto a la union en solitario de PAX3 (Lang et al., 2003).

Durante el desarrollo de las neuronas entéricas la expresion de SOX10 se pierde
(Young et al., 2003), lo que parece ser una sefial para la transicion desde precursor
neural no comprometido hacia precursor con cierto grado de compromiso con la
estirpe neuronal. Por tanto, un aumento de la expresién de SOX10 en progenitores
entéricos, parece estar ligado a una disminucién en la neurogénesis. Sin embargo,
como resultado de estudios in vivo en ratdén, parece que Sox10 tendria un efecto
antagonista sobre las CCN promoviendo tanto la expresion de receptores que inducen
diferenciacién como de receptores que estan implicados en el mantenimiento de
dichas células en su estado indiferenciado (Bondurand et al., 2006).

El fenotipo llamado megacolon dominante (Dom, Dominant megacolon),
caracterizado por aganglionosis en el colon, defectos de pigmentacion, asi como
pérdida de neuronas y glia en el SNP, se observa en ratones que portan una mutacién
de manera natural en uno de los alelos del gen Sox10, y se utiliza como modelo del
sindrome de Waardenburg tipo 4 (SW4; OMIM 277580) en humanos (Herbarth et al.,
1998; Southard-Smith et al.,, 1999). Estos ratones presentan de forma
normal estructuras embrionarias derivadas de la cresta neural, poniendo de manifiesto
gue la expresién de Sox10 no es necesaria durante las primeras especificaciones de la
cresta neural, pero si en estadios posteriores, ya que una vez que las CCN llegan al
organo diana son capaces de migrar a lo largo del mismo en ausencia de actividad
Sox10, pero sufren apoptosis antes de poder diferenciarse, mostrando un papel en la

supervivencia de estas células (Kim et al., 2003).

1.1.2.b) PHOX2B

La proteina codificada por PHOX2B (Paired-like Homeobox 2B) es un miembro
de la familia de proteinas homeobox localizadas en el nudcleo. Junto con PHOX2A, entre
otros, conforman una familia de proteinas llamadas en su conjunto HOX, las cuales
estdn implicadas en el control del modelado de distintos érganos, incluyendo el

sistema gastro-intestinal durante el desarrollo embrionario (Kapur et al., 2004). Se
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expresa en SNC y SNP durante el desarrollo embrionario y en los ganglios entéricos en
la fase adulta.

Se expresa en precursores entéricos procedentes de las regiones vagal y sacra
de la cresta neural. Estudios en ratones knockout en Phox2b han mostrado
su importancia en el desarrollo del SNE. Asi, aquellos ratones Phox2b-/- carecen
de sistema nervioso autéonomo, implicando la ausencia de SNE a lo largo del
tracto gastrointestinal. En estos ratones las células de la cresta neural llegan a la
parte anterior del intestino, pero no son capaces de migrar mas alld, dando lugar
a un fenotipo muy similar al mostrado por ratones Ret-/- en estos estadios (Pattyn
et al., 1999).

Esta funcidon de Phox2b durante el desarrollo del SNE se mantiene en otras
muchas especies, entre las cuales se encuentra el pez-cebra. En estos animales,
Phox2b ha mostrado su implicacién en el desarrollo de neuronas entéricas. Se expresa
tanto en precursores de neuronas entéricas como en neuronas que estan en estadios
de diferenciacidon tempranos. La bajada de expresidon de Phox2b (Knockdown Phox2b)
en pez-cebra da como consecuencia una marcada reduccién en el nimero de neuronas
entéricas, debido a que los precursores entéricos sélo son capaces de migrar hasta el

intestino anterior (Elworthy et al., 2005).

1.1.2.c) PAX3

PAX3 (Paired-box-containing) codifica para un factor de transcripcion
perteneciente a la familia de los denominados "paired-box", factores de transcripcién
caracterizados por la presencia de dos dominios de union al ADN: el dominio bipartito
emparejado (paired domain, PD) y el homeodominio tipo emparejado (homeodomain,
HD). Se expresa en distintos tipos celulares derivados de la cresta neural, incluyendo
neuronas entéricas. Los ratones Pax3-/- mueren durante el periodo de gestacién
debido a defectos a nivel cardiaco y en el tubo neural, y presentan ausencia de
neuronas en el SNE (Lang et al., 2000). Parece esencial para iniciar la expresion de RET
en los precursores entéricos y coopera con SOX10 para favorecer la activacion de la

transcripcion de RET durante el desarrollo del SNE (Lang et al., 2003).
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1.1.2.d) MASH1

MASH1 (Mammalian achaete-scute homologue 1) codifica para un miembro de
la familia de factores de transcripcion caracterizados por un dominio hélice-bucle-
hélice (BHLH) y esta implicado en la neurogénesis tanto del SNC como del SNP.
Durante el desarrollo embrionario se expresa en diferentes células derivadas de la
cresta neural, incluidas aquellas que van a colonizar el tubo digestivo. En ausencia de
Mash1, las células de la cresta neural son capaces de migrar hasta su correcta
localizacion, pero los precursores neuronales pierden su capacidad de diferenciacién
hacia neuronas de tipo serotoninérgicas (Sasselli et al., 2012). Debido a que su
carencia da lugar a lesiones muy localizadas, se considera un factor de actuacién tardia

en el desarrollo del SNE

1.1.2.e) HOX11L.1

HOX11L.1 (Homeobox transcription factor) se expresa en neuronas entéricas
tanto en etapas del desarrollo como en edad adulta. Ratones Hox11L.1-/- nacen sin
fenotipo, pero se observan anomalias en el tamano y distribucion de ganglios vy
neuronas entéricas, desarrollando megacolon a las pocas semanas de vida. Esto
sugiere que esta proteina es necesaria para un correcto mantenimiento vy
funcionamiento del SNE, estando implicada en la regulacién de la apoptosis

postnatalmente (Sasselli et al., 2012).

1.1.2.f) ZFHX1B

ZFHX1B (Zinc Finger Homeobox 1B) codifica para una proteina que es miembro
de la familia Zfh1 de proteinas con dominio de union dedos de zinc. Se expresa en los
precursores entéricos vagales hasta el momento de la colonizacién del tubo digestivo y
mas tarde en el desarrollo en todo el SNE, siendo un factor de transcripcidon
importante en la especificacion neural (Nitta et al., 2007). Ratones Zfhx1B-/- muestran
aganglionosis intestinal en el momento del nacimiento, entre otras malformaciones
(Van de Putte et al.,, 2007). Ademas, es capaz de interaccionar con Sox10 para una

correcta formacién del SNE (Stanchina et al., 2010).
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1.1.2.g) HAND2

HAND?Z2 (Heart and neural crest derivatives expresed protein) codifica para una
proteina que pertenece a la familia de factores de transcripcién caracterizados por un
dominio hélice-bucle-hélice. Es esencial para la diferenciaciéon tanto de estructuras
extra-embrionarias como embrionarias, incluyendo el intestino y otros tejidos
derivados de la cresta neural (D’Autreaux et al., 2004). Forma parte de una red de
factores de transcripcién capaces de regularse de una manera cruzada, incluyendo a
MASH1, PHOX2A y PHOX2B, entre otros (Gershon et al., 2006). Ratones Hand2-/-
contienen precursores neurales en todo el intestino, pero estos precursores aislados
no son capaces de diferenciarse in vitro a neuronas ni a glia (D’Autreaux et al.,
2004). Por ello, HAND?2 parece ser necesario para una correcta neurogénesis durante la

formacién del SNE y para el mantenimiento de las células gliales entéricas.

Hasta el momento existen multiples evidencias de factores de transcripcién
implicados en el desarrollo del SNE. Aun asi, todavia existen muchas cuestiones sin
resolver en relacidn a diferentes mecanismos subyacentes relacionados con la toma de
decisiones de los precursores entéricos hacia los diferentes linajes de neuronas
entéricas presentes en el tracto gastrointestinal maduro. Algunas de estas cuestiones
como, cudles son los circuitos que se establecen entre ellas, o como las CCN se
integran espacial y temporalmente para dar lugar a la colonizacion uniforme del
intestino y configurar los ganglios entéricos, cual es el grado de implicacién de estos
factores de transcripciéon en relacion con el desarrollo del SNE, y cudl seria su
contribucién en la aparicién de diferentes trastornos intestinales en humanos,
permanecen sin ser del todo esclarecidas.

El desarrollo del SNE es un complejo proceso que estd finamente regulado por
una gran cantidad de factores y moléculas de sefializacidon tanto intrinsecas como
extrinsecas a las células progenitoras derivadas de la cresta neural. Cada vez es mayor
el nimero de estudios que apoyan que el amplio potencial de diferenciacién que
poseen las CCN deben de estar bajo una estricta regulacidon tanto genética como

epigenética, siendo critica en muchos aspectos del desarrollo de la cresta neural y
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contribuyendo al mantenimiento de la expresién génica y la identidad celular (Hu et

al., 2014).

1.1.3. Regulacion epigenética de las células de la cresta neural y su posible
implicacidn en el desarrollo del SNE

El estudio de la epigenética comenzé a mediados del siglo pasado cuando se
empezaron a establecer las primeras definiciones. Waddington introdujo la palabra
'epigentica’, derivada de la palabra aristotélica ‘epigenesis’, como un nombre
apropiado para la rama de la biologia que estudiaba las interacciones causales entre
los genes y sus productos dando como resultado fenotipos diferentes (Waddington CH.
1953).

Las modificaciones epigenéticas pueden alterar tanto la estructura de la
cromatina como la funcion del genoma a través de diferentes procesos de
modificacion del ADN. Estas modificaciones epigenéticas pueden clasificarse segun el
papel que desempeiien en el establecimiento del cédigo epigenético dando lugar a una
mayor o menor actividad génica. Las mds importantes incluyen eventos de
remodelacién de la cromatina, modificacién de las histonas y metilacion del ADN (Hu
et al., 2014). Contribuyen de una manera muy importante en el correcto desarrollo de
las células de la cresta neural, controlando diversos aspectos de forma tanto temporal
como espacial dentro de su desarrollo. Son capaces de actuar tanto a nivel de
promotor como de regiones potenciadoras o “enhancers” permitiendo que el ADN
adquiera una conformacién accesible para la transcripcién, o de manera contraria,
eliminando las marcas activas promoviendo la represién de la transcripcion (Liu et al.,
2011).

Cada linaje celular vendra determinado por un patrén epigenético especifico
para cada estadio del desarrollo (Figura 8). El conocimiento de los patrones especificos
de las CCN es fundamental para la comprension tanto del desarrollo de las estructuras
derivadas de la cresta neural, como de las enfermedades relacionadas con

malformaciones de dichas estructuras.
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Figura 8: Diagrama de las diferentes marcas epigenéticas identificadas a nivel de la histona H3 y el
ADN (Adaptada de Hu et al., 2014).

1.1.3.a) Metilacion del ADN

La metilacion del ADN consiste en la adicién de un grupo metilo en la posicién
5' del anillo pirimidinico de las citosinas (5 metilcitosina o 5mC), siendo ésta una
modificacion del ADN muy conservada en la mayoria de plantas y animales (Law et al.,
2010). En los mamiferos, alrededor del 60-90% de los residuos de citosina se
encuentran metilados dentro de las llamadas islas CpG, definidas como regiones del
ADN con un porcentaje del dinucleotido CG superior al 50%, las cuales tienden a
concentrarse en la regidon promotora de aproximadamente un 60% de los genes
codificantes en humanos (Gardiner-Garden et al., 1987; Namihira et al., 2004).

Durante el desarrollo embrionario, la metilacion del ADN es uno de los
procesos necesarios para la determinacion de los distintos linajes celulares que
conforman un organismo adulto (Cedar et al., 2008). Se relaciona principalmente con
el silenciamiento génico, ya que la presencia de grupos metilo en el surco mayor de la
doble hélice de ADN interfiere con la unién de factores de transcripcién que activan la
transcripcion de un gen especifico. Un nuimero muy elevado de factores de
transcripcion tienen sus sitios de unién en secuencias ricas en CG, que en la mayoria de
los casos corresponden a Islas CpG y por tanto, estos factores de transcripcidn seran
incapaces de unirse a dichas regiones cuando éstas se encuentren metiladas.

Ademas, la metilacion estd implicada en procesos de impronta génica e

inactivacion del cromosoma X silenciado en el caso de las hembras (Ooi et al., 2009).
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Por otro lado, la desmetilacién del ADN tiene un papel importante a la hora de
reprogramar células durante los estadios mas tempranos del desarrollo, permitiendo
que recuperen su capacidad pluripotente (Mayer et al., 2000).

La metilacion del ADN es un proceso que estd mediado por la familia de las
ADN metiltransferasas (DNMTs): DNMT1, DNMT3A y 3B. Estas enzimas catalizan la
transferencia de un grupo metilo desde la S-adenosil-L metionina (SAM) hasta la
posiciéon 5' del anillo de la citosina (Turek-Plewa et al., 2005). Por otro lado, los
procesos de desmetilacion activa del ADN estan catalizados por la actividad de una
familia de proteinas llamada TET (ten-eleven translocation), encargadas de la
transformacion de la 5mC en 5-hidroximetil-citosina (5hmC) (Tahiliani et al., 2009).

Atendiendo a su funcién, estas ADN metiltranferasas se pueden organizar en
dos grupos principales: DNMT1, y las DNMT3 (DNMT3A, DNMT3B y DNMT3L). DNMT1,
también denominada metiltransferasa de mantenimiento, actla preferentemente
durante la replicacion del ADN, reparando y manteniendo los patrones de metilacién
de la hebra madre (Law et al., 2010). Esta enzima es capaz de metilar tanto ADN no
metilado como hemimetilado, aunque presenta una marcada preferencia por este
ultimo (Okano et al.,, 1999). Una vez que se ha establecido un primer patréon de
metilacion de novo mediado por la actividad de DNMT3A y DNMT3B, DNMT1sera
reclutada al nucleo a través de la interaccion con PCNA (Proliferating cell nuclear
antigen), uno de los componentes principales de la maquinaria de replicacién (Figura

9) (Law et al., 2010).

DhMTEA Replicacidn del ADMN

DiMTIE
—
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2 Cltosinags no metiladas . @ Sml

Figura 9: Mantenimiento semi-conservativo de la metilacion de citosina (5mC) en los sitios
CpG, durante la embriogénesis. Los patrones de metilacion del ADN se establecen inicialmente por la

actividad las metiltranferasas de novo, DNMT3Ay DNMT3B. Después de cada ronda de

replicacion la metiltransferasa DNMT1 copia los patrones de metilacion de la cadena parental sobre la

cadena hija (Adaptada de Chen et al., 2014).
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DNMT3A y DNMT3B son las metiltransferasas, encargadas de establecer los
patrones de metilacion de novo durante el desarrollo embrionario (Cheng y
Blumenthal, 2008). La actividad tanto de DNMT3A como DNMT3B puede ser
modulada por un miembro de la familia que es cataliticamente inactiva, DNMT3L, la
cual actia como co-factor de las anteriores y se relacionada con la represién
epigenética (Jurkowska et al.,, 2011; Siddique et al., 2012; Wienholz et al.,, 2010).
Aunque DNMT3A y DNMT3B presentan funciones comunes, sus patrones de expresién
y las dianas sobre las que actuan son diferentes durante el desarrollo. La inactivacion
conjunta de Dnmt3a y Dnmt3b es letal en ratén, dando lugar a la muerte del embrién
en los estadios iniciales, lo que pone de manifiesto la importancia que tiene la
metilacion de novo en el desarrollo de los mamiferos. Sin embargo, la inactivacion de
estos genes por separado, tiene efectos diferentes. El raton knockout de Dnmt3a-/-
muere varias semanas tras su nacimiento, y los ratones Dnmt3b-/- presentan defectos
a nivel del tubo neural y deterioro en el crecimiento, lo que sugiere que dichas
proteinas son esenciales durante el desarrollo (Okano et al., 1999).

La metilacién de novo juega un papel importante en la organizacion y
compartimentacion del genoma durante la diferenciacién de tejidos, momento en el
que se establecen los patrones de expresién especificos. Dnmt3a se expresa
ampliamente en diferentes tejidos y se mantiene en los Ultimos estadios embrionarios
e incluso en ratones adultos, mientras que Dnmt3b se expresa a niveles muy bajos en
la mayoria de los tejidos, exceptuando algunos tipos celulares especificos, siendo su
expresion mas temprana durante el desarrollo (Okano et al., 1999). Por tanto,
DNMT3B juega un papel importante en la diferenciacion de células progenitoras
durante estadios embrionarios, y DNMT3A es esencial para los procesos de
maduracion (Ehrlich et al., 2008; Jaenisch et al., 2003; Linhart et al., 2007; Yan et al.,
2011). En células embrionarias humanas la disminucién de la expresion de DNMT3B
acelera los procesos de diferenciacion, lo que supone un incremento en la expresiéon
de marcadores de diferenciacion especificos de las CCN como son PAX3, PAX7, FOXD3,
SOX10 y SNAIl2 (Martins-Taylor et al., 2012). Ademds, DNMT3B es responsable de la
metilacion especifica de pequefias secuencias repetitivas centroméricas, siendo
esencial en el mantenimiento de la estabilidad cromosdmica. En humanos, mutaciones

en DNMT3B son responsables del Sindrome de inmunodeficiencia, inestabilidad de la
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region centromérica y anomalias faciales (ICF, OMIM 242860), el cual incluye dismorfias
en la porcidon media de la cara, retraso del crecimiento y retraso psicomotor (Ehrlich et
al., 2008; Jin et al., 2008).

La proteina DNMT3B consiste en un dominio N-terminal que posee la actividad
reguladora y de unidn al ADN que se ha denominado PWWP, asi como un dominio rico
en cisteina (Cys), y un dominio C-terminal catalitico conservado a lo largo de los
miembros de la familia DNMT. Este ultimo contiene diez motivos aminoacidicos (I a X),
seis de los cuales estan altamente conservados en todas aquellas proteinas
responsables de la metilaciéon de la posicion 5 de las citosinas. Los motivos | y X se
pliegan juntos formando el sitio de union AdoMetil, mientras que el motivo IV contiene
el dipéptido prolina-cisteina que proporciona el tiolato al sitio activo. El motivo VI
contiene el resido glutamilo que protona la posicion 3 de la citosina diana. Por ultimo,
el motivo IX se encarga de mantener la estructura del dominio de reconocimiento del

ADN (normalmente situado entre los motivos Vil y IX).

1.2 Neurocristopatias

La cresta neural, como ya se ha descrito, es una estructura transitoria y
pluripotente cuya progenie, las CCN, daran lugar a diferentes tipos celulares que
formaran parte de diversos tejidos. El término neurocristopatia fue acufiado por
primera vez en 1976 por Bolande y se utiliza para describir aquellas enfermedades que
derivan de un defecto en los procesos de proliferacion, diferenciacion y/o migracién de
las CCN. Debido a la diversidad de estructuras que se originan a partir de las CCN, fallos
en su desarrollo pueden ser multiples y variados, manifestandose de forma aislada o
formando parte de sindromes. Estos fallos, abarcan tumores, malformaciones vy
anomalias individuales o multifocales con diferentes combinaciones. Sindrome de
neoplasia multiple tipo 2 (MEN2), neuroblastoma (NB), malformaciones cono
truncales, enfermedad de Hirschsprung (HSCR) y sindrome de Waardenburg (SW) son

ejemplos de cada una de estas categorias.
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1.2.1 La enfermedad de Hirschsprung

1.2.1.a)Etiopatogenia y caracteristicas clinicas de HSCR

La enfermedad de Hirschsprung o megacolon aganglidonico (OMIM 142623), es
una neurocristopatia resultante de fallos en los procesos de migracion, proliferacion,
diferenciacién y/o supervivencia de las CCN entre la séptima y duodécima semana de
gestacion, durante el desarrollo del SNE, dando lugar a la ausencia de ganglios
nerviosos en los plexos mientérico y submucoso en una porcion variable del intestino
grueso. La musculatura del colon pierde su inervacidon y por lo tanto su capacidad
contractil, de forma que la materia fecal se acumula en la regién anterior a esta
estenosis funcional provocando el megacolon caracteristico en estos pacientes (Figura
10) (Okamoto et al., 1967; Amiel et al., 2008). Los pacientes presentan dificultad
para expulsar el meconio durante las primeras 48 horas de vida, distensidon abdominal,
qgue sufre ligera mejoria con estimulacién rectal o administracion de enemas,

ademas de vémitos y enterocolitis neonatal.

Enfermedad de =\
>, Hirschsprung /

Figura 10: Esquema del intestino grueso con las distintas regiones anatémicas indicadas, en las que se
muestra las diferencias entre un intestino normal y un intestino de un paciente HSCR en el que se
observa megacolon (derecha).

El diagndstico de estos pacientes requiere estudios histolégicos e
inmunohistoquimicos, ya que existen otros trastornos como la displasia intestinal

neuronal, ganglioneuromatosis intestinal, hipoganglionosis aislada, ganglios
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inmaduros, acalasia del esfinter anal interno y trastornos congénitos de las células
musculares lisas, que pueden confundirse con HSCR. Las principales técnicas
diagnodsticas incluyen radiodiagnéstico mediante enema opaco, manometria ano-
rectal y biopsia de la pared rectal para andlisis anatomopatolégico. El diagndstico se
establece cuando en la biopsia rectal se observa ausencia de células ganglionares
submucosas, lo cual se correlaciona con ausencia de células en los ganglios
mientéricos. El diagndstico se realiza normalmente en el periodo neonatal aunque en
ocasiones puede diagnosticarse mas tarde en la infancia o incluso en la etapa adulta
(Amiel et al., 2001).

Esta enfermedad se presenta bajo dos formas fenotipicas diferentes: HSCR de
segmento corto (S-HSCR: alrededor del 80% de casos), en la que la regién aganglidnica
se extiende hasta el plexo esplénico; y HSCR de segmento largo (L-HSCR: alrededor del
20% de casos), en el cual la aganglionosis se extiende mas alld del mismo. Dentro de
ésta ultima, se encuentra la forma menos comun (3-8% de los casos) y mas severa de
la enfermedad: aganglionosis total del colon (TCA), en la que la totalidad del colon se
ve afectada (Chakravarti et al., 2002).

El dnico tratamiento hasta la fecha consiste en una o varias intervenciones
quirdrgicas basadas en la reseccién de la regiéon aganglidnica y posterior
anastomosis de la region ganglidnica al ano, para asi liberar la contraccién ténica del
esfinter anal interno (Figura 11). Es posible realizar esta intervencidon en un primer
estadio, cuando el diagndstico es temprano previo a la dilatacion del colon, en
caso contrario seria necesario realizar una colostomia. Una de las causas responsables
de malos resultados terapéuticos es la localizacion de la zona de transicidon entre
intestino ganglidnico y aganglidnico, ya que ésta puede ser hiper/hipoganglidnica o
parcialmente aganglidnica y al incorporarse en la anastomosis anorectal
puede hacer que la funcidon gastrointestinal no se recupere correctamente
(Langer et al.,, 2004). Por ello, es necesario que se analicen histopatolégicamente
aquellas piezas reseccionadas durante la intervencién para asi localizar
adecuadamente la zona de transicion. En la respuesta a la cirugia y complicaciones
post-operatorias, tendrd un gran impacto la longitud del segmento aganglidnico. Sin
embargo, otros factores como el sexo o la edad no parecen tener efecto sobre las

complicaciones postoperatorias, las cuales se pueden presentar con estrefiimiento,
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diarrea o enterocolitis (Prato et al., 2008; Kapur et al., 2009; Thapar et al., 2009).

Porcién ganglidnica

Porcién aganglidnica

i

Figura 11: Esquema del procedimiento quirargico pull-through. Se extirpa el segmento que carece de
ganglios y se conecta el segmento sano a la Ultima porcion del intestino.

En la dltima década se ha demostrado que el tracto gastrointestinal postnatal
contiene células multipotentes que pueden colonizar el intestino y son capaces de
diferenciarse en diferentes fenotipos neuronales entéricos cuando se trasplantan en la
porcidn de intestino aganglidénico o sin colonizar. Estas células derivadas de la cresta
neural, se pueden cultivar generando cuerpos esféricos llamados Neurospheres like
bodies (NLBs), a partir de tejido intestinal disociado o incluso a partir de muestras de
biopsia de la mucosa obtenidos por procedimientos endoscdépicos de rutina (Metzger
et al., 2009).

Cuando los precursores entéricos procedentes del intestino de un paciente
HSCR se aislan y se cultivan bajo condiciones especificas, si se transplantan in vitro a
intestinos explantados de ratdon durante la fase embrionaria, estas células son capaces
de diferenciarse en los diferentes fenotipos neuronales entéricos (Bondurand et al.,
2003) y ademds, pueden migrar hacia las regiones aganglionicas de dichos segmentos
intestinales (Almond et al., 2007; Metzger et al., 2009).

Estudios in vivo demuestran que estas células no sélo tienen la capacidad de
migrar, proliferar y diferenciarse cuando se trasplantan en el colon de ratones
postnatales, sino que ademas muestran propiedades morfoldgicas, neuroquimicas y
electrofisioldgicas tipicas de neuronas entéricas, tales como entradas sinapticas y

proyecciones de neuritas a las capas musculares y ganglios (Hotta et al., 2013).
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Figura 12: Generacion de NLBs de células precursoras entéricas humanas a partir de instestino
postnatal en la Unidad de Genética Reproduccidon y Medicina Fetal, Hospital Universitario Virgen del
Rocio (Sevilla, Espaiia).

La enfermedad de Hirschsprung proporciona considerables desafios a la terapia
celular debido a que la deficiencia a nivel de SNE es absoluta y extensa, es decir, es
necesario que se reestablezcan todos los subtipos celulares presentes en el intestino
maduro, asi como conseguir que estas células se integren y formen las conexiones y
circuitos necesarios para un correcto funcionamiento del intestino. Sin embargo, cabe
sefalar que la restauracién completa del segmento aganglidnico podria no ser
necesaria. En el caso de pacientes HSCR la orientacién de los trasplantes celulares
hacia entidades anatdmicas especificas, por ejemplo el esfinter anal aganglionar, no
seria una terapia curativa, pero tendria el potencial de mejorar los resultados de las
intervenciones quirudrgicas actuales (Burns et al., 2014).

Dado que es posible el cultivo de estas células en el laboratorio, ademas de ser
utiles para una posible terapia celular en estos pacientes, presenta un gran potencial
como modelo celular para el estudio de los mecanismos moleculares subyacentes

responsables de la aparicidn del fenotipo HSCR.
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1.2.1.b)Epidemiologia de la Enfermedad de Hirschsprung

De los desérdenes primarios del SNE, la enfermedad de Hirschsprung es el que
presenta un mayor impacto en la prdctica clinica. Se estima que afecta a 1 de cada
5,000 nacidos vivos en poblacion caucdsica (Amiel et al., 2008). Normalmente aparece
de forma aislada, sin una historia familiar previa, o HSCR esporadico, aunque existen
casos familiares con patrones de herencia tanto autosdmicos recesivos como
dominantes, con penetrancia incompleta y expresién variable. El ratio hombre: mujer
afecto es de 4:1, siendo éste significativamente mayor en pacientes HSCR de segmento
corto que en casos mas severos o L-HSCR (Amiel et al.,, 2001). Se estima que,
aproximadamente el 70% de los pacientes no presentan manifestaciones clinicas
adicionales, mientras que un 30% de los pacientes manifiestan el fenotipo asociado a
otros desdrdenes genéticos o malformaciones congénitas que afectan frecuentemente
a estructuras derivadas de la cresta neural (HSCR sindréomico, Tabla 1) (Borrego et al.,
2013). De ellos, el 18% presentan otras anomalias congénitas asociadas, tales como
malformacidn gastrointestinal, paladar hendido, polidactilia, defectos a nivel del
septum cardiaco y anomalias faciales entre otros. Existe una mayor tasa de anomalias
asociadas en aquellos casos familiares en comparacién con casos esporddicos (39%
vs 21 %), siguiendo un modo de herencia mendeliana en estos casos sindrémicos
(Amiel et al., 2008). Algunas asociaciones estan bien caracterizadas, con una
penetrancia de HSCR que va desde el 5 % a > 80 %. Sin embargo, para aquellos
trastornos mas raros, no es facil discriminar si HSCR esta realmente relacionado con
la presentacion de la enfermedad.

Alrededor de un 12 % de los casos sindromicos descritos asociados a HSCR son
anomalias cromosdmicas, y dentro de ellas el sindrome de Down (SD, OMIM 190685),
debido a la trisomia del cromosoma 21, es el mas frecuente (90 %). En estos casos, el
ratio varon:hembra (5: 1) y el predominio de S-HSCR son mayores que en HSCR aislado.
Ademas, el riesgo de presentar HSCR en estos pacientes SD es 40 veces mayor que en
poblacion normal (Gabriel et al., 2002). La presencia de una copia adicional del
cromosoma 21 parece aumentar la susceptibilidad de padecer HSCR, aunque no es
responsable per se de la aparicién del fenotipo, seria necesaria la presencia de algin

otro mecanismo genético subyacente todavia no descrito (Arnold et al., 2009).
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Tabla 1: Sindromes asociados a HSCR (Adaptado de Borrego et al., 2013).

Otras Neurocristopatias

HSCR siempre asociado

HSCR

Ocasionalmente asociado

HSCR raramente

asociado

Misceldnea

Sindromes

Sindrome de Shah-Waardenburg)

Yemenite deaf-blind Hipopigmentacion

BADS
Piebaldismo
Haddad o Enfermedad de Ondine

MEN2

Riley-Day

Goldberg-Shprintzen

HSCR con anomalfas limbicas

BRESHEK

Mowat-Wilson

Bardet-Biedl|

Kauffman-McKusick

Smith-Lemli-Opitz

Hipoplasia de cartilago y cabello

HSAS/MASA

OMIM
277580

601706

227010
172800
209830
171400

223900
235730

235740
235750

235760

604211

306980

235730

209900

236700
270400

250250

307000

Distrofia muscular congénita de Fukuyama 253800

Clayton-Smith

Kaplan

Okamoto

Displasia mesomélica de Werner

Pitt-Hopkins

Jeune

Pierre Robin

Pallister-Hall (CAVE)

Fryns

Aarskog

Displasia Fronto-nasal

Osteopetrosis

Goldenhar

Lesch-Nyhan

Rubinstein-Taybi
Toriello-Carey
SEMDIL

0sCs

258840
304100
308840
188770

610954

208500

261800
146510

229850

100050
136760

Various

164210

300322

180849
217980
271640

300373

Rasgos caracteristicos
Anomalias en la pigmentacién (mechdn blanco, iris

bicolor, hipopigmentacidnirregular), y sordera

Pérdida de audicion, anomalias oculares (microcdrnea, coloboma, nistagmo),
anomalias en la pigmentacién.

Pérdida de audicion, hipopigmentacion de la piel y retina
Hipopigmentaciénirregular de la piel

Hipoventilacién central congénita

Carcinoma medular de tircides, feocromocitoma,

hiperparatiroidismo

Anomalias del sistema nervioso auténomo

Fisura palatina, hipotonia, microcefalia, retraso mental, rasgos faciales dismorficos

Polidactilia, agenesia renal unilateral, hipertelorismo, sordera

Polidactilia postaxial, defecto en el septo ventricular

Hipoplasia de las falanges distalesy ufias, rasgos

dismorficos

Polidactilia preaxial, defecto cardiaco, anomalias laringeas

Braquidactilia tipo D

Anormalidades cerebrales, retraso, displasia ectodérmica, malformaciones
esqueléticas, anormalidades de ojo y oido, displasia renal

Microcefalia, epilepsia, gestalt facial, hipospadias, anomalias renales ...
Retinopatia pigmentaria, obesidad, hipogenitalismo,

leve retraso mental, polidactilia postaxial

Hidrometrocolpo, polidactilia postaxial, defecto cardiaco congénito
Retraso en €l crecimiento, microcefalia, retraso mental, hipospadia, sindactilia de 2-3
dedos de los pies, rasgos dismorficos

Enanismo, displasia metafisaria, inmunodeficiencia

Hidrocefalia , estenosis del acueducto , spasticidad aducidas retraso mental...

Distrofia muscular, polimicrogiria, hidrocefalia, apoplejia.

Rasgos dismdrficos, dedos y ufias hipoplasicas, ictiosis

Agénesia del cuerpo calloso, pulgares cortos, ptosis, debilidad muscular
Hidrocefalia, fisura palatina, agénesia del cuerpo calloso

Hipoplasia de la tibia con polidactilia

Encefalopatia epiléptica , rasgos dismorficos faciales , episodios de hiperventilacidn,
disautonomia

Severamente restringido a caja torécica , extremidades cortas, baja estatura, y
polidactilia

Glosoptosis, micrognatia y paladar hendido

Hamartoma hipotalamico, disfuncion pituitaria, polidactilia central y malformaciones
viscerales

Hernia diafragmatica, cara anormal, y anomalias de [as extremidades distales

Baja estatura, hipertelorismo, y el escroto chal

Hipertelorismo ocular , ampliacion de la raiz nasal , paladar hendido y otros rasgos.

Macrocefalia, sorderay ceguera progresiva, hepatoesplenomegalia y anemia severa

Anomalias craneofaciales , cardiacas, vertebrales, y defectos del sistema nervioso

central

Retraso mental , paralisis cerebral espastica , coreoatetosis, calculos urinarios de
acido Urico

Pulgares anchos y pies grandes, facies caracteristica, y retraso mental

Agenesia del cuerpo calloso , con anomalias faciales y secuencia robin

Anomalias vertebrales y laxitud ligamentosa con resultado de muerte temprana

Striata osteopathia con esclerosiscraneal
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1.2.1.c)Genética molecular de la enfermedad de Hirschsprung

HSCR especialmente las formas de segmento corto aisladas, presentan base
genética compleja, con un patrén de herencia no mendeliano y multifactorial en la
mayoria de los casos. La expresion de la enfermedad depende de la concurrencia de
pequeiias diferencias alélicas en mds de un gen que actlan de manera aditiva con baja
penetrancia, expresion variable y dependiente de sexo (Amiel et al., 2008; Borrego et
al., 2013).

Teniendo en cuenta el complicado proceso necesario para un correcto
desarrollo del SNE, alteraciones en cualquiera de los genes que codifican las moléculas
sefalizadoras implicadas en este proceso podrian suponer una causa potencial de
aganglionosis. El fenotipo HSCR puede aparecer debido a la presencia de una mutacién
patogénica severa en uno de estos genes o bien la suma de variaciones menos severas
en uno o varios genes, o la combinacidon de ambos fendmenos. El analisis de pacientes
HSCR ha permitido identificar diferentes genes asociados a la aparicién del fenotipo

(Figura 13 y Tabla 2) (Borrego et al., 2013).

P

Citoplasma
—*  Unidn

---p Secrecion
— Activacion
=i Inhibieion

TTE-1 PHOX2B v &
S0X10

Figura 13: Interacciones entre los diferentes genes implicados en la etiopatogenia de la enfermedad

de Hirschsprung durante el desarrollo del SNE (Adaptada de Alves et al., 2013)
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Tabla 2: Genes asociados a la aparicion del fenotipo HSCR

Localizacién . . n
Gen .. Fenotipo Herencia Modelo murino
cromosémica

HSCR/ . oA
RET® 10g11.2 DEIEE, gzr:i:::tcela meenpitziz ATI, agenesia renal
HSCR-MEN2/FMTC
GDNF? 5p13.2 HSCR Dominante, baja penetrancia ATI, agenesia renal
GFRA1¢ 10g25.3 HSCR Dominante, baja penetrancia ATI, agenesia renal
NRTN 19p13.3 HSCR Dominante, baja penetrancia Déficitmoderado de neuronas entéricas
PSPNe 19p13.3 HSCR Dominante, baja penetrancia
EDNRBf 13g22.3 Sindrome de Waardenburg 4/HSCR Recesiva/Dominante Aganglionosis, piel con manchas
EDN39 20913.32 Sindrome de Waardenburg 4/HSCR Recesiva/Dominante Aganglionosis, piel con manchas
ECE-1" 1p36 HSCR, defectos cranofaciales y cardiacos Dominante arcaly car_dlacas \ cr_aneofacmles A/
mortalidad embrionaria
SOX10' 22913.1 Sindrome de Waardenburg 4/HSCR Dominante Aganglionosis, piel con manchas
’ ; ) ) ATI, Sin sist i t6 ,
PHOX2B/ 4p12 Sindrome de Ondine/Neuroblastoma+HSCR Dominante in s1s em‘f; nervpso au. onomo
anomalias ventilatorias
ZFHX1Bk 29223 Sindrome de Mowat-Wilson Dominante Letaldurante la gastrulacién
Hidrocefalia obstructiva por estenosis del
LI1CAM' Xg28 acueducto de silvio/Sindrome de MASA Ligada al X Hidrocefalia
+HSCR
KIAA1279™ 10g22.1 Sindrome de Goldberg-Shprintzen Recesiva
NRG1" 8p12 HSCR Dominante, baja penetrancia Defecto cardiaco letal
NRG37 10923.1 HSCR Dominante, baja penetrancia
NTF3° 12p13.31 HSCR Dominante, baja penetrancia Déficitde neuronasentéricas
NTRK3P 15g25.3 HSCR Dominante, baja penetrancia Déficitde neuronasentéricas
PROKR19 2p14-p13.3 HSCR Dominante, baja penetrancia
PROKR2" 20p12.3 HSCR Dominante, baja penetrancia fibeclaaicelblbg olfétlvo pElEEea
reproductivo
PROK1*® 1p13.3 HSCR Dominante, baja penetrancia
Déficit de la inervacién simpatica
SEMA3A? 7p12.1 HSCR Dominante, baja penetrancia cardiacay malformacion de los ganglios
estrellados
SEMA3D! 7921.11 HSCR Dominante, baja penetrancia

Edery et al. (1994), Romeo et al. (1994), Angrist et al. (1995), Attie et al. (1995), Sancandi et al. (2000),
Garcia-Barcelo et al. (2004), Amiel et al. (2008), Tamet al. (2009), Nufiez-Torres et al. (2011).

hAngrist et al. (1996), Salomon et al.(1996), Ivanchuk et al. (1996), Amiel et al. (2008), Tam et al. (2009).
‘Borrego et al. (2003a).

dDoray et al. (1998), Amiel et al. (2008), Tam et al. (2009).

Ruiz-Ferrer et al. (2011).

fPuffenberger et al. (1994), Amiel et al. (1996), Auricchio et al. (1996), Chakravarti (1996), Kusafuka et al.
(1996), Amiel et al. (2008), Tam et al. (2009).

Edery et al. (1996), Hofstra et al. (1996), Bidaud et al. (1997), Amiel et al. (2008), Tam et al. (2009).
PHofstra et al. (1999), Amiel et al. (2008), Tam et al.,(2009).

'Southard-Smith et al. (1998), Pingault et al. (1998), Touraine et al. (2000), Sanchez-Mejias et al. (2010),
Amiel et al. (2008), Tam et al. (2009).

rochet et al. (2005), Amiel et al. (2003), (2008), Tam et al. (2009), Fernandez et al. (2013)

“Lurie et al. (1994), Mowat et al. (1998), Wakamatsu et al. (2001), Van de Putte et al. (2003), Amiel et al.
(2008), Tam et al. (2009).

'Okamoto et al. (1997), Parisi et al. (2002), Okamoto et al. (2004), Basel-Vanagaite et al. (2006),
Nakakimura et al. (2008), Fernandez et al. (2010), (2012).

™Brooks et al. (2005a), Amiel et al. (2008), Tam et al. (2009).

"Garcia-Barcelo et al. (2009), Tam et al., (2009), Tang et al. (2012), Luzon-Toro et al. (2012).

I~1Tang et al. (2012).

°Ruiz-Ferrer et al.(2008)

PSanchez-Mejias et al. (2009), Ferndndez et al. (2009)

% "SRuiz-Ferrer et al.(2011)

““Luzon-Toro et al. (2013)
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En conjunto, las mutaciones encontradas en secuencia codificante en estos
genes representan la causa molecular de alrededor del 50% de los casos de HSCR
familiares y de alrededor un 15% de los casos esporddicos. De todos los genes
descritos, RET es el principal gen de susceptibilidad, representando el 80% de las
mutaciones encontradas en pacientes HSCR, incluyendo tanto variantes a nivel de

secuencia codificante como no codificante.

1.2.1.c-1)Mutaciones en RET

Se han identificado mas de 100 mutaciones dentro de la secuencia de RET en
pacientes HSCR. El andlisis in vitro de algunas de estas mutaciones localizadas en la
secuencia codificante de RET, ha demostrado que las consecuencias funcionales son
muy variables: mutaciones que afectan a secuencias dentro del dominio extracelular
tendrdan como resultado alteraciones en el transporte de RET a la membrana
plasmatica; mutaciones que afecten al dominio rico en cisteinas daran como resultado
la dimerizacion covalente de la proteina y con ello la reduccién de su localizacion en la
membrana plasmatica; mutaciones presentes dentro del dominio quinasa provocaran
la alteracion de la actividad catalitica del receptor y por ultimo, mutaciones localizadas
en el extremo carboxi-terminal producen alteraciones en la unidon de proteinas
afectando al proceso de sefalizacidon. Aunque los efectos son variables, el mecanismo
mas probable que se ha propuesto es la haploinsuficiencia (Kashuk et al., 2005; Amiel
et al., 2008).

Ademas de mutaciones en secuencia codificante de RET, se ha descrito la

asociacién de variantes comunes a la enfermedad. Nuestro grupo logré identificar
las primeras variantes comunes asociadas a HSCR, localizadas en los exones 2
(A45A, c.135G>A) y 13 (L769L, c.2307T>G) de RET (Borrego et al., 1999).
Posteriormente, el trazado de haplotipos basados en SNPs y el analisis de los
resultados mediante TDT (Transmission Disequilibrium Test) y LD-mapping

(Linkage Disequilibrium mapping) permitié la caracterizacion de un haplotipo

genético claramente ligado a la aparicion de HSCR (Borrego et al., 2000; Borrego
et al.,, 2003b; Fernandez et al., 2005). Estos resultados desarrollaban el concepto
de alelos de baja penetrancia en el origen de HSCR. En base a estos hallazgos, un

estudio para refinar el intervalo de la secuencia de
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RET asociado a la enfermedad (Emison et al., 2005) logré identificar un dominio
conservado con potencial funcidon reguladora de la transcripciéon (enhancer-like),
situado entre las kilobases 9 y 10 del intréon 1. Dentro de este dominio, la variante
€.73+9277T ha mostrado ser un factor de susceptibilidad genético con una
contribucidén a la aparicidon de HSCR, 20 veces mayor que las mutaciones codificantes
(Emison et al., 2005) con un efecto funcional per se, capaz de reducir la habilidad de
SOX10 para unirse al dominio enhancer-like, y disminuir la transcripcién del proto-
oncogén RET.

Otra variante comun localizada muy prdoxima a la anterior y en completo
desequilibrio de ligamiento con la misma (rs2506004), ha sido identificada como sitio
de union para NXF/ARNT2 y SIM2 - ARNT2, genes identificados como moduladores de
la expresién de RET, demostrando que puede existir mas de un evento de este tipo que
esté influyendo en la expresién de genes y en ultima instancia en la aparicién de
fenotipo HSCR (Sribudiani et al., 2011).

La presencia de variantes no codificantes es un evento comun, éstas seran
responsables del fenotipo en asociacién con otras mutaciones mas severas en RET u
otros genes, en concordancia con el modelo aditivo de herencia propuesto para HSCR,
en el que la expresién de la enfermedad dependera de la contribucién de distintos
genes que actian de forma multiplicativa modulando la penetrantica de mutaciones o

la expresioén de la enfermedad en individuos afectos.

1.2.1.c-2)Mutaciones en la familia de ligadnos GDNF

La relevancia de la via de sefalizacién de RET durante el desarrollo del SNE
sugiere que los genes que codifican a sus ligandos y sus co-receptores podrian ser
excelentes candidatos como genes implicados en la enfermedad. Diferentes rastreos
mutacionales en pacientes HSCR han identificado varias mutaciones germinales en
heterocigocis dentro de la secuencia de GDNF, aunque a menudo en combinacion con
mutaciones en RET u otras alteraciones genéticas (Salomon et al., 1996; Angrist et al.,
1996; Ivanchuk et al., 1996; Martucciello et al., 2000; Hofstra et al., 2000; Ruiz-Ferrer
et al., 2011). El analisis posterior del papel funcional de mutaciones localizadas en la

region madura de GDNF no mostrd ningun efecto sobre la fosforilacion de RET, incluso
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cuando se observo una reduccién en la afinidad de unidon a GFRa1 (Eketjall et al., 1999;
Borghini et al., 2002). Teniendo en cuenta estos hallazgos, estas mutaciones pueden
considerarse como cambios genéticos con un efecto modulador que podrian contribuir
a la enfermedad a través de la interaccion con otros loci de susceptibilidad.

Por otro lado, han sido descritas tres mutaciones en NRTN, una en ARTN y otra
en PSPN, por nuestro grupo. Estudios in vitro de dichas mutaciones mostraron en el
caso de la variante R91C en PSPN una menor expresion y activacion de RET. La variante
F127L en NRTN sélo mostré una menor activacion de dicho receptor, todo ello pone
de manifiesto la implicacion de ambos péptidos en la aparicion del fenotipo HSCR
(Ruiz-Ferrer et al., 2011). Generalmente, estas variantes en los genes GFL presentan

penetrancia incompleta ya que también se encontraron en familiares no afectos.

1.2.1. ¢c-3) Mutaciones en EDN3 y EDNRB

El numero de mutaciones descritas dentro de la secuencia de EDN3 como
responsables del fenotipo HSCR aislado es bajo (Bidaud et al., 1997), siendo mas
prevalentes en casos sindrémicos (Hofstra et al., 1996; Bolk et al., 1996; Edery et al.,
1996; Pingault et al., 2001; Sanchez-Mejias et al., 2010). Sin embargo, el
rastreo mutacional de EDNRB en pacientes HSCR esporadicos reveld Ila
presencia de mutaciones en aproximadamente un 5-7% de los pacientes HSCR, que
daban lugar a una pérdida de funcién del receptor de endotelinas (Amiel et al., 2008,
Sanchez-Mejias et al., 2010).

La penetrancia para las mutaciones encontradas en heterocigosis tanto en
EDN3 como EDNRB es incompleta y el fenotipo predominante es S-HSCR.
Generalmente, mutaciones en heterocigosis o heterocigosis compuesta, dan lugar a la
aparicion de HSCR aislado mientras que aquellas que se encuentran en homocigosis se
relacionan con el Sindrome de Waardenburg tipo 4 (OMIM 277580) (Attie et al.,
1995; Edery et al., 1996; Hofstra et al., 1996; Verheij et al., 2002).
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1.2.2 Sindrome de Waardenburg

1.2.2.a)Etiopatogenia, caracteristicas clinicas y epidemiologia

El Sindrome de Waardenburg (SW) fue descrito por primera vez por el
oftalmdlogo holandés que le dio su nombre (Waardenburg, 1951) y refirié la
asociacion entre sordera, despigmentacion y dismorfologia como el ahora conocido
SW tipo .

Se engloba dentro del grupo de las neurocristopatias ya que afecta al desarrollo
de los melanocitos a partir de la cresta neural tanto en piel como en la estria vascular
de la cdclea, por lo que se presenta con alteraciones pigmentarias y sordera en el
mismo paciente. Su prevalencia se estima 1/42.000 y es responsable de 1-3 % de
sordera congénita total (Read et al., 1997).

Los cuatro subtipos de SW se definieron atendiendo a la presencia o ausencia
de manifestaciones clinicas (Read et al., 1997). Los criterios principales son: distopia
canthorum (de los cantos internos), trastornos pigmentarios (mechon de pelo,
pestafias, cejas o pelo corporal blanco; heterocromia del iris), y sordera coclear
neurosensorial. Los criterios secundarios incluyen: anomalias cutdneas pigmentarias
con zonas despigmentadas, sinofridia, raiz nasal prominente, ala de la nariz
hipoplasica, color prematuramente gris del pelo. El tipo | y Il son los mas frecuentes.

Tipo | (OMIM 193500): se asocia a 1 o 2 criterios clinicos principales y por lo
menos a 2 criterios secundarios. Su incidencia es de 1/270000 nacimientos/afio.

Tipo Il (OMIM 193510): ausencia de distopia canthorum, historia familiar de
sordera congénita o anomalias de pigmentacién en la mayoria de los casos.

Tipo lll, Klein-Waardenburg (OMIM 148820): anomalias de las extremidades

Tipo IV, Waardenburg-Shah (OMIM 277580): asociacién del sindrome de
Waardenburg (anomalias de la pigmentacion y sordera neurosensorial) y de la
enfermedad de Hirschsprung. La variante neuroldgica del sindrome de Waardenburg-
Shah, también Ilamada neuropatia desmielinizante periférica, leucodistrofia
desmielinizante central, sindrome de Waardenburg y enfermedad de Hirschsprung
(PCWH, OMIM 609136), se caracteriza por la asociacién de las manifestaciones del

sindrome de Waardenburg-Shah (sordera neurosensorial, anomalias en Ia

34 - MV. Enguix-Riego



Introduccion

pigmentacion y enfermedad de Hirschsprung) y signos neurolégicos como: hipotonia
neonatal, déficit intelectual de gravedad variable, nistagmo, espasticidad progresiva,
ataxia y epilepsia. Mas recientemente, estas caracteristicas neuroldgicas también se ha

encontrado en pacientes SW2 (Bondurand et al., 2007).

1.2.2.b) Genética molecular del Sindrome de Waardenburg

El Sindrome de Waardenburg es una patologia genéticamente heterogénea.

El SW1 se caracteriza por un patron de herencia autosémica dominante.
Mutaciones en heterocigosis en el gen que codifica para el factor de transcripcién
PAX3 son la causa molecular responsable de la mayoria, si no todos, los casos SW1.
Estas mutaciones pueden ser de novo en los casos esporadicos con expresividad
variable. Mutaciones en homocigosis o heterocigosis compuesta en PAX3 han sido
descritas también como la causa molecular de SW3, con despigmentacién extendida y
defectos de las extremidades superiores, y que en ocasiones resulta en el fallecimiento
de estos pacientes en la infancia o incluso dentro del dtero

Los otros dos subtipos de SW son genéticamente heterogéneos, con varios
genes implicados y diferentes modos de transmision. En SW2, mutaciones en el factor
de transcripcion MITF son responsables de aproximadamente el 15% de los casos (con
un modo de herencia dominante), mientras que mutaciones en el factor de
transcripcion SOX10 seran responsables de otro 15% de los casos (con un modo de
herencia dominante y posibilidad de caracteristicas neuroldgicas, es decir, PCHW).
También existe un pequefio porcentaje de casos que presentan mutaciones en EDNRB
y EDN3 (con un modo de herencia dominante con penetrancia incompleta), y otro
pequeiio porcentaje de los casos caracterizado por la presencia de mutaciones en
SNAIL2 con un modo de herencia recesiva (Pingault et al., 2010).

El SW4 se ha asociado en un 20-30 % de los casos a mutaciones en homocigosis
en los genes EDN3 y EDNRB (Puffenberger et al., 1994; Hofstra et al., 1994; Edery et al.,
1994), y también se ha relacionado con mutaciones en heterocigosis en SOX10
representando el 45-55% de los casos (Pingault et al., 2008) y siendo también
responsable de la forma mas severa PCWH (Verheij et al., 2006; Bondurand et al.,

2007). Sin embargo, queda entre un 15-35% de los casos de SW4 que no tienen una
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causa conocida a nivel molecular, lo que sugiere que podrian estar involucrados otros
genes o que las mutaciones en los genes conocidos se hayan omitido en cribados
anteriores.

Las mutaciones descritas en SOXI0 son en su mayoria mutaciones
truncantes, que normalmente producen la pérdida del dominio de transactivacién y en
algunas ocasiones incluso del dominio HMG (Pingault et al.,, 1998, 2010).
Aquellas mutaciones que se encuentran a lo largo del dominio HMG dardan como
resultado proteinas mutantes que se distribuyen parcialmente a nivel
citoplasmatico y/o subnuclear, y que en la mayoria de los casos pierden su capacidad
de unién a dianas especificas en el tejido (Chaoui et al., 2011). Aquellas mutaciones
puntuales o deleciones grandes localizadas mayoritariamente en los dos ultimos
exones del gen, son responsables del fenotipo observado en los pacientes con SW4, de
su variante neuroldgica PCWH, del SW2 y por ultimo del sindrome de Kallmann que se
presenta con sordera y en su forma dominante (Pingault et al.,, 1998; Inoue et al.,
2004; Bondurand et al., 2007; Pingault et al., 2013).

Para todos estos genes, la alta variabilidad de fenotipo que existe tanto inter
como intrafamiliar sugiere que, ademas de cierta variabilidad debido a la propia
mutacion, deben existir interacciones adicionales entre modificadores genéticos,
factores ambientales y eventos estocasticos.

Dada la elevada heterogeneidad alélica observada y elevada frecuencia de
mutaciones de novo en PAX3, MITF, y SOX10, es probable que la gran mayoria de
mutaciones hayan surgido como eventos individuales en estos pacientes, por ello el

numero de casos familiares no es muy elevado.
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2.1 Hipotesis de trabajo

Aproximadamente el 70% de los pacientes HSCR no presentan manifestaciones
clinicas adicionales, mientras que el 30% restante manifiestan un fenotipo asociado a
otros desdrdenes genéticos o malformaciones congénitas que afectan frecuentemente
a estructuras derivadas de la cresta neural, o también denominado HSCR sindrémico.
La combinacidon de HSCR con otra neurocristopatia, el sindrome de Waardenburg, es
bien conocida y se define como SW tipo 4. Debido a que la frecuencia de padecer
Sindrome de Waardenburg se estima que es de 1/1.000 y la frecuencia de HSCR es
aproximadamente 1/5.000, la incidencia esperada de que ambos eventos aparezcan
juntos al azar es de alrededor de 1 en 5 millones. Es por ello que, la asociaciéon de
ambos fenotipos clinicos no aparece casualmente y por eventos moleculares
independientes, como ha sido ampliamente demostrado. En este trabajo se plantea un
analisis clinico y molecular de dos pacientes con sospecha de SW4 en nuestro Hospital,
mediante el rastreo mutacional de los genes SOX10, EDN3 y EDNRB.

Por otro lado, HSCR se caracteriza por un patréon de herencia complejo, siendo
paradigma de las enfermedades multigénicas. La expresion de la enfermedad parece
depender de la co-existencia de distintos eventos mutacionales en un mismo paciente,
que contribuirdn de manera conjunta a la manifestacion del fenotipo. El andlisis
molecular de pacientes HSCR ha permitido identificar diferentes genes/loci
relacionados con la aparicién de este fenotipo. Actualmente se conocen al menos 23
genes en los cuales se han encontrado mutaciones asociadas a HSCR, siendo el proto-
oncogén RET el principal gen de susceptibilidad. Sin embargo, el mecanismo molecular
causante de la enfermedad en la mayoria de los pacientes HSCR, especialmente en
aquellos casos esporadicos, no estd completamente esclarecido, lo que sugiere la
existencia de otros genes implicados en la patogénesis de la enfermedad. Al tratarse
de una enfermedad con una etiopatogenia establecida en las primeras etapas del
desarrollo, el uso de células derivadas de la cresta neural para el estudio e
identificacion de nuevos genes implicados en el desarrollo del SNE, supone una
herramienta muy util. Estas células precursoras indiferenciadas persisten en intestino

postnatal y se pueden extraer y cultivar a partir de tejido intestinal disociado o incluso
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a partir de muestras de biopsia intestinal de pacientes HSCR y controles. Estos
precursores entéricos de aspecto indiferenciado son capaces de autorreplicarse vy
diferenciarse dando lugar a los precursores ya comprometidos con la estirpe neuronal
o bien glial. Nuestro grupo ha conseguido aislar y mantener en cultivo precursores
neurales que forman unos cuerpos esféricos denominados NLBs, obtenidos a partir de
la regidn ganglidnica de intestinos de pacientes HSCR y de individuos sin alteraciones a
nivel del SNE.

Por ello, se propone la realizacién de estudios de expresion en estos cultivos de
precursores entéricos para profundizar en el conocimiento del desarrollo del SNE, en el
contexto de HSCR, para asi llevar a cabo una mejor caracterizacion de los mismos y
realizar la busqueda de nuevos genes implicados en la patologia basdndonos en

diferencias de expresidn de genes en estudios de pacientes y controles.

2.2 Objetivos del estudio

1. Rastreo mutacional de la secuencia codificante de los genes SOX10, EDN3 y

EDNRB en dos pacientes con sospecha de SW4.

2. Andlisis diferencial de los patrones de expresion de 96 genes, descritos en
células madre pluripotentes humanas, en precursores entéricos y tejido

intestinal procedente de pacientes HSCR y controles

3. Analisis diferencial de los patrones de expresiéon de 47 factores de
transcripcidon, descritos en células embrionarias humanas, en precursores

entéricos y tejido intestinal procedentes de pacientes HSCR y controles.
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3.1 Pacientes y Controles

Todos los individuos incluidos en el presente estudio han firmado un
consentimiento informado para cirugia, y estudios de genética clinica y molecular
cumpliendo con las normas de proteccion de los sujetos humanos contenidas en la
declaracion de Helsinki, asi como lo estipulado en la Ley de Investigacion Biomédica
(Ley 14/2007, del 3 de Julio de 2007), habiendo sido también aprobados por el Comité
de Etica e Investigacion Clinica del Hospital Universitario Virgen del Rocio (Sevilla,

Espana).

3.1.1 Pacientes HSCR

Los pacientes HSCR incluidos en el estudio han sido remitidos a la Unidad de
Gestidn Clinica (UGC) de Genética, Reproduccidén y Medicina Fetal procedentes de la
UGC de Cirugia Infantil del Hospital Universitario Virgen del Rocio, centro de referencia
autonémico para esta patologia, y de Servicios de Genética de otros hospitales
espanoles. El protocolo de estudio clinico de los pacientes HSCR incluye:

- Historia clinica.

- Estudio radiolégico mediante enema opaco.

- Manometria anorrectal.

- Estudio anatomopatoldgico.

- Estudios de genética clinica mediante la realizacion del arbol genealdgico, valoracion
de la transmisién familiar, clasificacion de los sujetos en riesgo, analisis de la
heterogeneidad clinica intra y extrafamiliar y extraccién protocolizada de muestras de
sangre del paciente indice y de sus familiares para el estudio molecular.

Para los distintos estudios incluidos en el presente trabajo se ha contado con
muestras de ADN gendmico de un total de 196 pacientes HSCR espdradicos (124
hombres/72 mujeres) y 2 casos familiares pertenecientes a la misma familia
(hombres). De ellos, 159 presentan fenotipo de segmento corto (S-HSCR), 32 pacientes
presentan fenotipo de segmento largo (L-HSCR) y 7 de ellos la forma mas severa,

aganglionosis total coldnica.
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Las muestras de intestino de pacientes HSCR, han sido remitidas a la Unidad de
Genética por la UGC de Cirugia Infantil del Hospital Universitario Virgen del Rocio. Los
pacientes intervenidos tienen una edad comprendida entre 3 meses y 5 anos. Para el
presente estudio se han obtenido precursores neurales a partir de tejido intestinal de

7 pacientes.

3.1.2 Individuos Control

Para la evaluacion de las variaciones identificadas como mutaciones se ha
incluido un grupo de 200 individuos control no relacionados entre si, agrupados segun
edad y sexo, y sin ningun antecedente personal o familiar relacionado con HSCR.

Las muestras de intestino que se han utilizado como controles para los estudios
de expresidn, se han obtenido de individuos en edades comprendidas entre 3 meses y
3 afos sometidos a cirugia intestinal sin sospecha de HSCR remitidas a la Unidad de
Genética por la UGC de Cirugia Infantil del Hospital Virgen del Rocio. Para el estudio se
han obtenido precursores neurales extraidos a partir de tejido intestinal de 6

controles.

3. 2 Animales de Experimentacién

3.2.1 Ratones

Los ratones silvestres que se han utilizado en este estudio pertenecen a la
estirpe CD1, y han sido mantenidos y utilizados segun la normativa del animalario del
Instituto de Biomedicina de Sevilla, de acuerdo con las normativas espafiolas y de la

Unién Europea (86/609/EU).

3.2.2 Pez Cebra

Los estudios en pez cebra se han realizado en Erasmus MC, University Medical

Center (Rotterdam), bajo la tutela del Profesor Robert Hofstra.
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Se ha utilizado la linea transgénica de pez cebra Tg(-8.3bphox2b:Kaede), cedida
por el Dr. lain Shepherd del Departamento de Biologia de la Universidad de Emory
(Atlanta, USA). Esta linea transgénica de pez cebra se ha obtenido generando un
plasmido que contiene la proteina fluorescente Kaede bajo el control del Enhancer
8.3bphox2b en el gen Phox2B, manteniendo una expresion estable de la proteina
Kaede en células precursoras de neuronas entéricas durante tres generaciones (Figura

14).

)

Neuronas Entéricas

Figura 14: Embrion de pez cebra tras 5 dias postfertilizacion (dpf) perteneciente a la linea transgénica
de pez cebra Tg(-8.3bphox2b:Kaede). Se puede observar in vivo la colonizacion del intestino en

desarrollo por parte delos precursores entéricos que expresan Phox2b.

Los peces de esta linea se mantienen a 25° C en un ciclo de 14 horas luz/10h
oscuridad y son alimentados 3 veces al dia. El dia antes de la fertilizacién, los peces
machos y hembras se mantienen por separado usando un tanque de cria especial con
dos compartimentos separados por una particién desmontable. Los embriones de pez
cebra se recolectan a partir de desove espontaneo.

El intestino de los peces cebra se asemeja al intestino de los mamiferos, aunque
siendo mds simple en su estructura general, convirtiéndolo en un modelo comparativo
conveniente para el estudio de trastornos asociados con el tracto gastrointestinal. A
nivel anatdmico comparando el intestino de mamiferos con el de teledsteos, en el pez

cebra el esdfago se conecta directamente al intestino sin la presencia de estdmago
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(Wallace et al., 2005). En ausencia de estdmago, el intestino anterior embrionario se
agranda y puede funcionar como una reserva de alimentos. Esta regidon intestinal
anterior, conocida como el foco intestinal, también tiene motilidad retrégrada que
difiere de la motilidad propulsiva anterograda observada en el intestino posterior
(Holmberg et al., 2007). El foco intestinal también contiene algunas células caliciformes
dispersas que producen mucinas acidas y neutrales (Ng et al., 2005). Ademas, los
patrones de expresidn de Sox2, Barx1l, Gata5 y Gata6 en el intestino anterior del pez
cebra se asemejan a las del estémago de mamifero durante el desarrollo (Muncan et
al., 2007) y pueden permitir que esta seccién del tracto gastrointestinal pueda
desarrollar funciones adicionales de almacenamiento y mezcla del contenido luminal.
La estructura del epitelio del intestino del pez cebra es también mds simple. Carece de
criptas y se organiza en amplios pliegues irregulares en lugar de formar las vellosidades
intestinales (Ng et al.,, 2005; Wallace et al., 2005). A su vez, carecen de capa
submucosa (Wallace et al., 2005) en su lugar poseen una gran cantidad de tejido

conectivo y vasos sanguineos y linfaticos.

Epitelio

-— Lamina propia

&= Muscular mucosa
4= Submucosa
&= Muscular lisacircular

Mucosa

Submucosa ——g- #—Muscular lisa longitudinal

Criptas de Lieberkuhn
Plexo submucoso
Muscular mucosa

Plexo mientérico

a— Epitelio

4 Lémina propia

&= Muscular lisa circular
Mucosa -~ . o
Muscular lisa longitudinal

g <4— Serosa

Neuronas entéricas

Figura 15: Esquema comparativo entre el epitelio intestinal en mamiferos (A) y en pez cebra (B).
(Adaptada de Wallace et al., 2005.)
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3.3 Métodos

3.3.1. Técnicas generales utilizadas para estudios moleculares de ADN

gendmico

3.3.1. a) Extraccion de ADN a partir de sangre periférica
La extraccién de ADN gendmico se realiza de forma automatica con el equipo

MagNA Pure LC 1.0 (Roche Diagnostics) a partir de una muestra de sangre periférica de
los pacientes y sus familiares, y de controles. La extraccidn de acidos nucleicos se lleva
a cabo mediante la tecnologia de particulas magnéticas, combinada con el conjunto de
tampones especificos del MagNA Pure LC ADN Isolation Kit- Large Volume (Roche
Diagnostics, Alemania). El protocolo de extraccién usado es el V3_8 ADN LV Blood
1000, siguiendo las recomendaciones del fabricante, que permite obtener a partir de 1

ml de sangre periférica 200ul de ADN puro a una concentracién aproximada de 100

ng/ul.

3.3.1.b) Espectrofotometria de ADN
Una vez obtenido el ADN y con el fin de determinar su pureza y obtener una

medida de su concentraciéon, se utiliza el sistema de espectrofotometria NanoDrop
8000 (Thermo Scientific, USA) que permite medir la absorbancia a varias longitudes de
onda (260nm para los acidos nucleicos y 280 nm para las proteinas). Para estimar la
pureza de la solucidon de ADN se utiliza el cociente 260nm/280nm. De esta forma, el
cociente entre ambas medidas da una estimacién de la pureza de la muestra, debiendo

estar este valor entre 1,6 y 2.

3.3.1.c) Amplificacion de ADN genémico mediante PCR
La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) permite la amplificacion selectiva

de una o varias secuencias especificas de ADN presentes en una mezcla compleja de
secuencias. La PCR se desarrolla normalmente en tres pasos:

e Desnaturalizacion: Fase que se realiza a 942C y consiste en la separacion de la
doble cadena de ADN. Cada una de estas cadenas actla como molde para
fabricar la hebra complementaria.

e Hibridacion: Fase en la que los cebadores se unen a su regién especifica. La

temperatura de hibridacién es variable segin los cebadores disefiados
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dependiendo de la naturaleza de la secuencia, principalmente de su contenido
en bases Guanina-Citosina.

e Extension: Esta fase se realiza a 729C y en ella la enzima ADN polimerasa
incorpora los desoxinucledtidos disponibles en el medio y extiende la hebra
gue se esta sintetizando.

A continuacion se describen los reactivos (Tabla 3) y las condiciones de

amplificacién (Tabla 4) que han sido utilizadas de manera general.

Tabla 3: Reactivos utilizados en la PCR estandar

Reactivos Cantidad
ADN gendémico* 10ng
Tampdn de MyTaqg 10x (Bioline) 1X
Solucién de cada primer (10uM) 0,2uM
MyTaq ADN polimerasa (Bioline) 1U

H20 csp 25uL

*10ng de ADN gendmico humano, equivalen a 7500 copias de cualquier segmento monocopia [Innis,

1990].

Tabla 4: Condiciones generales de amplificacion

Etapa Temperatura (2C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 1

Desnaturalizacion 95 15~

Hibridacién Th* 15~ 25
Extension 72 107

Conservacién del Producto 4 oo

*Th: Temperatura de hibridaciéon

No obstante, las condiciones de amplificacion de cada fragmento dependen de
la naturaleza del mismo, de forma que cada fragmento tiene unas condiciones
especificas. Las reacciones de PCR se realizan de forma individual utilizando cebadores
disefiados con el programa Primer3. A continuacién se detallan las parejas de
cebadores y temperaturas de hibridacidon utilizadas en el rastreo mutacional de cada

gen en estudio (Tablas 5, 6, 7, 8, 9,10).
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Tabla 5: Condiciones de amplificacion de los exones de RET

Exon  Secuencia Forward (5’-3’) Secuencia Reverse (5’-3’) Tamaiio (pb) Th (2C)
1 CTAGCCGCAGTCCCTCCA ACAGAAAGGCGATTCTGAAC 206 64
2 CCTTATTCTCACCATCCCTC AGTGTCAGCGGCTGTGATAA 387 56
3 CCCCACAGACCTGACTTCTCT AAGACCAGCAGTAGCAGGCA 375 57
4 GCCCCTGTCTGCTTGGTGC GGACACTAAACCGACCGAG 342 64
5 ACTGACCAACGCCCTCTGC GCACCTCATTTCCTGGGGG 275 57
6 ATTGTTGTGCCCCTACCTG CCCCAGACAGGCAATAGGTA 285 57
7 TCTACCCTCAGGCCATTACA AACCATTTACTGCTGGGTCA 483 57
8 TGGTGCTGTTCCCTGTCC CCACCGGTGCCATCGCCCCT 262 57
9 AGCCTGCTGTGTGTCCTGTG CCATGCCCTGATTAAACCCT 160 59
10 GCGCCCCAGGAGGCTGAGTG GGTGGTGGTCCCGGCCGCC 186 61
11 TGCCAAGCCTCACACCAC TCCCTCCCTGGAAGGCAG 349 64
12 TTCTTCCTCCCCTGTCATCCT TCTTCAGGGTCCCATGCTG 307 59
13 GCAGGCCTCTCTGTCTGAACTT GGAGAACAGGGCTGTATGGA 296 57
14 AAGACCCAAGCTGCCTGAC GCTGGGTGCAGAGCCATAT 295 64
15 GTCTCACCAGGCCGCTAC ATGGTGCACCTGGGATCCCT 292 57
16 AGGGATAGGGCCTGGCCTTC TAACCTCCACCCCAAGAGAG 192 57
17 CACTGGTCCTTTCACTCTCT GGGAGGGAATGCACACAGAT 231 59
18 TGTGGTGGGCTGTCCTTCTG CTGGGGTGAGGCTGGAGTCT 235 63
19 AGTGACCGGCCATCTCTGT ATAGTGCAAAGGGGACAGC 229 57
20 AGTTTTGGTTCTTCAGTGC GACTTTCCATTCTCAGCAT 266 57
21 GCTTCTTGTCATTCTTCATTGC CTTGGCCTCACAAAATGC 268 61

Tabla 6: Condiciones de amplificacion de los exones de EDNRB

Exn  Secuencia Forward (5’-3’) Secuencia Reverse (5’-3’) Tamaiio (pb) Th (2C)
5°'UTR TCGGTATCCGAGGAATTTTG CTCAAATGGAGTGGGCAAGT 345 59
1* GGGTTCATTTGAAGAGCGTAG AACCGAAGCCCCAGAATAAG 470 58
1A AGCTGACCCAAGTGTCCTGT CACAAGGCAGGACACAACC 428 57
1B ATGACGCCACCCACTAAGAC TTCTCATCTCCCCGTCTCC 418 57
2 AACCCCCTAACAGAGCTTCG GCTGGCATACCTTAGTTTTATTGAA 254 57
3 TTGTATTTTAAGCTGGCATACCTT GGGGAACAGGGGAAAAATAG 320 57
4 TGTTCAGTAAGTGTGGCCTGA CAAGAAAAAGGAAATATGCTCTGG 432 57
5 TGCTATGAGTAAAATGAGCCATC AAGATCGATGGAAACACTTCTGA 254 57
6 TTTCCTTACAAAAGCACAGAAGC TTTTGAAAGCTTATATTTGAGCCATA 257 60
7 AAGGGCCCAAGAACTCCTAA TTTGTTTTGGCAAATGTTTCA 328 55

Tabla 7: Condiciones de amplificacion de los exones de EDN3

Exon Secuencia Forward (5°-3’) Secuencia Reverse (5’-3’) Tamaiio (pb) Th (2C)
1 GGTGCGCCTGTGAGTGTG CGGGCTTTTCTGGCTTCT 395 57
2 CAGTTCCAGCCCCTCTGG CCCTGGGTCCTTTTGTGTG 483 61
3 CCCCCTCCTCAGGTGTTT GCTGGGGTGGAGTGAGGT 403 59
4 TCTCGCTCCACACCCTTG TCAGCACCTCCTTTCTCTGG 396 59
5 AATTTGACACCGAAAAACCA CAGAGCTACAAGGGATGCAAG 396 59
3°'UTR AGTTCCAATCAGGGAACAGG TGTTAAGTGGGGACTCTTTGG 407 57
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Tabla 8: Condiciones de amplificacion de los exones de SOX10

Exon Secuencia Forward (5°-3’) Secuencia Reverse (5’-3’) Tamaiio (pb) Th (2C)
1 CTCCCCCTCCTTCCTTCC AACGGGGTTTAGAGGAGAGC 375 61
2A GTGCCCACGTCCTGTCTC CTGAGCACCTGGCTGACG 400 64
2B AAGGTCAAGAAGGAGCAGCA AGACAGTCCCGCTCTGAGGT 373 64
3 GAGTGCTCTGGCATTCACG CACCCTCAGCTCTGTCATCA 358 63
4A CACCTGCCTCTAACCTGCTT CATTGGGCGGCAGGTACT 275 61
4B TTTGATGTGGCTGAGTTGGA GCCGAGTAGAGGCCAGAG 398 61
5 TCAGCCCTCAGGACCCTATT GGTCATCAGGGCAGTGAGC 350 61
Tabla 9: Condiciones de amplificacion de los exones de DNMT3B

Exon  Secuencia Forward (5’-3’) Secuencia Reverse (5’-3’) Tamaiio (pb) Th (2C)
1 GGGGCTACAAGGGGAGTC GACGCGTCCCTTCCTCTAGT 620 59
2 CTTGGGAACTTGGGACTCTG TCCCTTCATGCTTTCCTGTG 661 58
3 GGCAAGAGCATCACCCTAAG CCCAGCTGAGATGAGAGTCC 490 58
4 GACGGACTGAGAGCAAAT GGCAACCCTCCATACATTTG 322 58
5 CACAGGCGATCAGTCTTTCA CAGCACTTTAGGAGGCCAAG 647 56
6 CAGGCCTCCAGTCACCTAAG AGCCACAACCAGTAGTGCAG 258 58
7 CTCTGGTCACCGACATCCTT AGAAAGGTCCGTGGTGCATA 451 58
8 AGGGACAGTGGAGTGGACAG TACAATCCCAGGCCTTTGTC 322 58
9 ATCCCCAGGAATGGTCTCTT TCTTGCTTCATCCCTGCTCT 289 59
10 GGTGCCTGCATGAAAAGATT GTGGCTGACTCTCCCAAGA 438 59
11 AATTAGCCTGGTGTGCTTGG CAGGGCACAGTCAAAAGACA 313 63
12-13 CTGGTACCCAGGCATAGCAT TCCTCACCATACCCTTCCTG 601 59
14-15 CAAAAGCCACAACCCTGTTT CCATGCCTAGGATTCCATTC 640 59
16 CACTGGGTCCAGGTGTTTCT GGGAGCCTGTGGCTTACATA 213 59
17 CTTCACCACCATGACCTCCT GGTGGTTGAGAAGGTGGAGA 288 59
18 GCTGTGTGCTCAGCATCATT ACATGTGGGTTTCAGGGTGT 275 59
19 AGTGGGTCCAGCTCTCTTTC TCAGGTGACATAGGCTCTCC 202 58
20 CCTGCTGGTCTCAGGGAATA GGATGGTGGCTCACATCTCT 680 58
21 CTGCAAAGGTCTGGTTGACA CCACAGGTGGTCTGAAATCC 290 58
22 ACCTTGTGCCTAGCAGAGGAC TCACCAAGTGCATTTTTCCA 175 58
23 GGTCCCTTCATTCTGTGCTC TCTGCCCATTTGTGTTTTGA 224 58
Tabla 10: Condiciones de amplificacion de los exones de PAX6

Exon Secuencia Forward (5’-3’) Secuencia Reverse (5’-3’) Tamafio (pb)  Th (2C)
1 GAGCTGTGCCCAACTCTAGC CTTTGATTTGGGGACAGCAG 338 61
2 CGCTGACAGCCCATTTTATT AGGGGGAGACCTGTCTGAAT 292 61
3 TCCCCTTTTCCTGGTTCTTT AAAGCAGCCACCACAGAACT 383 59
4 GGTTGGGAGTTCAGGCCTAC CGAAGTCCCAGAAAGACCAG 156 57
5 TGAGGATGCATTGTGGTTGT ATGAAGAGAGGGCGTTGAGA 370 59
5a CAGTAAGTTCTCATACCATTGAAGG GCATAGGGGAAGTGGACAGA 177 59
6 TCTGTCCACTTCCCCTATGC AGAGAGGGTGGGAGGAGGTA 315 59
7 TGAGCTGAGATGGGTGACTG AAGCCCTGAGAGGAAATGGT 324 59
8 AGACTACACCAGGCCCCTTT CACTGAAAAGATGCCCAGAGA 388 57
9 AGGTGGGAACCAGTTTGATG CGGTACCTGTATTCTTGCTTCA 191 57
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10-11  GCTAACCTGTCCCACCTGAT TCTCAAGGGTGCAGACACAG 491 57
12 GTGGCTGTGTGATGTGTTCC TAAACACGCCCTCCCATAAG 301 57
13 CATGTCTGTTTCTCAAAGGGA AAGTCCATTCCTTCCCCAGT 307 57

3.3.1.d) Electroforesis en gel
Tras la finalizacién de la PCR se realiza una electroforesis para comprobar la

correcta amplificacion de cada fragmento y su tamafio. Para ello, se utiliza la
electroforesis convencional en geles de agarosa al 2 % p/v, tefiidos con bromuro de
etidio 10 mg/ml, visualizados bajo luz ultravioleta con el sistema ChemiDoc™ MP
System (Biorad, USA) utilizando como referencia los marcadores de peso molecular Vy

VI de Roche Diagnostics (Alemania).

3.3.1.e) Secuenciacién automadtica de los productos de PCR

El proceso de secuenciacion permite determinar la secuencia nucleotidica
exacta de aquellos fragmentos amplificados previamente mediante PCR. Tras la PCR,
se procede a la purificacidon enzimatica de los cebadores y dNTPs no consumidos en la
reaccion utilizando ExoSAP-IT (USB Corporation, USA). Consiste en dos enzimas
hidroliticas: la Exdnucleasa |, que degrada los cebadores y otros ADNs de cadena
simple no especificos, y una fosfatasa alcalina que hidroliza los residuos de dNTPs.
ExoSAP-IT se afiade directamente al producto de PCR, se incuba a 379C durante 15
minutos y continla con la desactivan enzimatica a una temperatura de 802C. Una vez
obtenido el producto purificado, se lleva a cabo la reaccion de secuenciacion basada
en el método de Sanger (Sanger et al., 1977) utilizando el kit comercial BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems, USA) segun las condiciones de
reaccién y programa de amplificacién que se detallan en las Tablas 11 y 12. La reaccién
se basa en el uso de dideoxinucledtidos (ddNTPs). Cada uno de los 4
dideoxinucleétidos esta marcado con dos fluorocromos diferentes: un fluorocromo
donador, la fluoresceina, y un fluorocromo aceptor que debe ser diferente para cada
uno de los 4 dideoxinucledtidos. La fluoresceina actia de forma que en el momento en
qgue el laser incide sobre el capilar, ésta absorbe la energia y la transfiere al
fluorocromo del mismo dideoxinucledtido. Cada fluorocromo aceptor emite a su

correspondiente longitud de onda, de manera que dicha emision es registrada por el
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secuenciador, consiguiéndose asi la detecciéon e identificacion del nucledtido
terminador de cada fragmento obtenido en la reaccidon de secuenciacién en funcion
del rango de emision registrado.

El producto de la reacciéon de secuenciacion se purifica mediante el empleo de
placas Performa® DTR V3 96-Well Short Plate (EdgeBio, USA), que contienen una
matriz de filtracion en gel hidratado que asegura la eliminacion de aquellos reactivos
residuales de bajo peso molecular que quedan tras la reaccién de secuenciacién. El
producto purificado se introduce en el correspondiente dispositivo del secuenciador
para proceder a la inyeccidon en el secuenciador ABI Prism® 3730 de 48 capilares
(Applied Biosystems). Las condiciones generales de inyeccion de voltaje y tiempo son
1,5 KV durante 15 segundos, aunque en funcion del producto a secuenciar, se pueden
modificar los parametros de tiempo y voltaje. La electroforesis se realiza dentro de
cada uno de los capilares rellenos del polimero POP-7™ Performance Optimized
Polymer (Applied Biosystems) bajo las siguientes condiciones generales de voltaje y
tiempo: 9KV y 94 minutos (el tiempo de la carrera puede variar en funcién del tamafio
de los productos). El tampdn de electroforesis utilizado es 10X Buffer con EDTA

(Applied Biosystems).

Tabla 11: Reactivos utilizados en la reaccion de secuenciacion.

Reactivos Cantidad
Producto de la PCR purificado 2ul
Tampdn de Secuenciacion 5x (Applied Biosystems) 2,5ul
Solucién de primer (10 uM) 0,5ul
BigDye® Terminator (Applied Biosystems) 0,5ul
H20 csp 1oul

Tabla 12: Condiciones de la secuenciacion por el método Sanger

Etapa Temperatura (2C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 96 3

Desnaturalizacién 96 107

Hibridacion 50 57 35
Extension 60 4"

Conservacion del Producto 4 oo
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Para el analisis de los datos obtenidos se realiza el alineamiento de las
secuencias obtenidas del secuenciador con la secuencia de referencia obtenida de las
diferentes bases de datos publicas (www.ncbi.nlm.nih.gov/,
www.ensembl.org/index.html). La lectura e interpretacion de la secuencia se lleva a

cabo con el programa SeqScape v2.5 (Applied Biosystems).

3.3.1. e) Andlisis de Microsatélites (SSRs y STRs)
Las secuencias de tipo microsatélite (SSR o STR, Simple Sequence Repeats o

Short Tandem Repeats) se caracterizan por la presencia de una secuencia comun
(motivo basico) repetida en tandem un elevado nimero de veces. Son secuencias muy
variables entre individuos. Esta variabilidad se manifiesta como diferencias en la
longitud entre los distintos alelos de un mismo locus. La tasa de mutaciones tipo
delecién o insercidn dentro de estas secuencias es muy elevada, utilizandose de forma
habitual en el diagndstico de diferentes patologias.

La utilizacién de la técnica PCR multiplex, es muy util para la amplificacion de
microsatélites ya que permite amplificar varias secuencias especificas de ADN
simultaneamente. Consiste en combinar en una Unica reaccion todos los pares de
cebadores de los STRs que se pretenden amplificar, junto con el resto de reactivos de
la reaccion. En el presente trabajo se ha utilizado el Kit Multiplex PCR Master Mix
(QIAGEN, Holanda), con las siguientes condiciones y programa de amplificacion

(Tablas 13 y 14).

Tabla 13: Condiciones de amplificacién utilizadas para la reaccién de Multiplex

Reactivos Cantidad

2x QIAGEN Multiplex PCR Master Mix 25 ul

Solucién Q 5x (QIAGEN) 5 ul

10x solucion de cebadores, 2 UM de cada cebador 5ul

ADN molde 1 ug ADN/50 pl
H20 csp 50 ul
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Tabla 14: Programa de amplificacién de la reaccion de Multiplex

Etapa Temperatura (2C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 15’

Desnaturalizacién 94 37

Hibridacion *Th 90~ 35
Extension 72 60"

Extension final 60 30

*Th: Temperatura de hibridacion

Los fragmentos son detectados mediante electroforesis capilar utilizando el
secuenciador ABI Prism® 3730 de 48 capilares (Applied Biosystems). Por ello es
necesario que los productos amplificados se encuentren marcados con diferentes
fluorocromos. El marcaje se realiza en el extremo 5° del cebador directo o forward con
el fluorocromo FAM-6 (Tabla 15). Las muestras se procesan de una en una, junto con
un patrén interno, denominado estandar interno, que contiene fragmentos de ADN de

tamafios conocidos, GeneScan™ —500 LIZ® Size Standard (Applied Biosystems).

Tabla 15: Cebadores utilizados para la discriminacion alélica en el promotor de PAX6

Th
Secuencia Forward (5°-3’) Secuencia Reverse (5’-3’) Tamaiio (pb) (20)

°C
[6FAM]GACACACGCTGACATAC GATAAGAGGGGAGGGGGA 150 59

Con estos datos el programa informatico mediante un calculo de regresion y en
base al tiempo de migracion de los fragmentos del estandar interno, es capaz de

determinar el tamafio en pares de bases de cada alelo.

3.3.1.f) Genotipacion mediante tecnologia Tagman
Los estudios de discriminacion alélica utilizando la tecnologia Tagman, son

ensayos que permiten, mediante PCR vy la utilizacion de sondas, detectar las variantes
de un SNP en una secuencia especifica.

Cada una de las sondas que se utilizan poseen en su extremo 5" una molécula
fluorescente (“reporter”) distinta (FAM 6 VIC), y una molécula no fluorescente en su
extremo 3’ denominada “guencher”.Cuando la sonda esta integra, la proximidad de

"reporter" y "quencher" provoca el denominado efecto FRET (Fluorescence Resonance
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Energy Transfer). El "quencher" capta la fluorescencia emitida por el "reporter" lo cual
se traduce en la anulacion de la fluorescencia de la sonda. Durante la PCR las sondas se
unen especificamente a su secuencia complementaria y en el proceso de extension la
polimerasa gracias a su actividad 5" exdnucleasa, elimina nucledétidos desde el extremo

|"

5" provocando la liberacién del "reporter” de la sonda que ha hibridado. Cuando se

produce un desapareamiento, la eficiencia de la sonda para hibridar es menor y la

III

polimerasa elimina la sonda en lugar de cortarla y liberar el "reporter”. Esta rotura
hace que se separen "reporter" y "quencher", lo que produce un aumento en la
fluorescencia emitida por el "reporter". De esta manera, la fluorescencia generada
durante la reaccidén de PCR indicarad aquel alelo/s que estan presentes en la muestra.

Para realizar la genotipacion de la variante ¢.73+9277T>C (rs2435357) dentro
del dominio enhancer like en el intron 1 del gen RET, se realizo la reaccién de PCR en el
sistema 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Afadiendo
sondas Tagman® (C__16017524_10) (Applied Biosystems) complementarias a cada
uno de los alelos dentro de la variante.

El programa general de amplificacion utilizado es: (952-10’)->[(922-15")->(602-
1’)]x 40. Esta PCR se realiza a volumen final de 10uL, utilizando 15ng de ADN gendmico
y el kit comercial TagMan 2x Genotyping PCR Master Mix (Applied Biosystems),

siguiendo las recomendaciones del fabricante.

3.3.2 Extraccion de precursores neurales crecidos como NLBs a partir del SNE

humano y de ratén

Las muestras de intestino de pacientes HSCR, asi como de individuos sometidos
a cirugia intestinal sin sospecha de HSCR, son recibidas desde la Unidad de Cirugia del
Hospital Infantil del Hospital Universitario Virgen del Rocio, en un tubo estéril envuelto
en una gasa con suero salino, y procesadas en un plazo de tiempo no superior a 30
minutos.

El tejido se disecciona con ayuda de un bisturi estéril en PBS 1X (Phosphate
Buffer, Gibco, Life Technologies) hasta aislar aproximadamente 1cm? de musculo liso.
A partir de aqui se realizan cortes de unos 100um para su posterior centrifugacion a

1000 rpm durante 5 minutos. La muestras se incuban en una solucién de Tripsina 0,26
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mg/mL, Dispasa 5mg/mL, Hialuronidasa 0,28mg/mL, Elastasa 3,3 u/mL y Colagenasa
0,6 mg/mL en PBS durante 30 minutos a 372C con agitacion. La reaccion enzimatica se
detiene con medio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium, Gibco, Life
Technologies, USA) y FBS (Fetal Bovine Serum, Gibco, Life Technologies, California,
USA) y se centrifuga. Finalmente se obtiene una suspensidn celular que se cultiva en
frascos Ultra-Low attachment (Corning® Ultra-Low attachment cell culture flasks,
Sigma Aldrich, Alemania), en medio DMEM con penicilina 100U/mL, estreptomicina
100g/mL, 2mM, L-glutamina (Gibco, Life Technologies, California, USA), 0.05mM de 2-
mercaptoetanol, 1% (v/v) de N1 (Sigma Aldrich, Alemania), 10% (v/v) de suero humano
y suplementado con 20ng/mL de bFGF (basic Fibroblast Growth Factor), 20ng/mL de
EGF (Epidermal Growth Factor) y 10ng/mL de GDNF (Peprotech,UK). A las 72 horas se
pueden observar cuerpos esféricos flotantes denominados Neuroesferas o por su
nombre en inglés “Neurospheres like bodies” (NLBs).

En el caso de los precursores entéricos obtenidos a partir de ratones CD1, se
utiliza el tejido muscular obtenido a partir de intestinos de al menos dos ratones
postnatales de siete dias y se procede de la misma forma que en el caso del tejido
humano, utilizando en su caso los mismos factores de crecimiento especificos de
raton.

Los cultivos se caracterizan mediante inmunocitoquimica. Para ello, se utilizan
marcadores de precursores neurales (NESTINA), de neuronas (Tujl), de glia (5100) y de

musculo liso (SMA) (Ruiz-Ferrer et al., 2012)

3.3.2.a) Extraccion de ADN de cultivos de precursores de SNE
Para la extraccion de ADN de cultivos celulares, los pellet de precursores

neurales humanos congelados se resuspenden en tampon de lisis (Millipore,
Darmstadt, Alemania) pipeteando vigorosamente. A continuacién, se centrifugan a
13000 rpm (12054 g) durante 1 minuto, reservando el sobrenadante y desechando el
pellet. Se afiade Tris-HCI (pH 6,5), EDTA 0,5 M y Proteinasa K (10mg/ml) y se incuban a
452 durante 1lhora. Posteriormente, se afiade v/v de una solucién de
Fenol/Cloroformo/Alcohol Isoamilico (Acros Organics, New Jersey USA), mezclando
bien mediante voértex y centrifugando finalmente durante 5 minutos a 13000 rpm. Se

obtienen tres fases, de las cuales se traspasa Unicamente la fase acuosa superior a un
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tubo limpio al que se afiade Glicogeno (50ug/ul), Acetato sédico 3M y Etanol 100%
frio. Se deja precipitar a -20 2C toda la noche. Por ultimo, se centrifuga durante 5min a
13000 rpm, se desecha el sobrenadante y se lava el pellet con etanol al 70% dos o tres

veces. Para finalizar, se resuspende el ADN en 20ul de agua de alto grado molecular.

3.3.2.b) Estudio de Metilacion del ADN obtenido de cultivos de
precursores de SNE
La metilacion del ADN desempeiia un papel importante en la regulacion de la

expresion génica. Alrededor del 70% de los dinucledtidos CpG presentes en el genoma
de los mamiferos se encuentran metilados. Tanto la hipo como la hiper-metilacion del

genoma estan relacionados con cambios en la expresion génica.

3.3.2. b.1) Metilacidn global

Los niveles de metilacion global de ADN extraido de precursores entéricos se
obtienen con el uso del Imprint® Methylated DNA Quantification Kit (formato de placa
de 48 pocillos, SIGMA) basado en la prueba de ELISA.

El ADN metilado se detecta mediante anticuerpos que reconocen las citocinas
metiladas en la muestra (5mc) permitiendo cuantificar colorimétricamente la cantidad
de citocinas metiladas en relacién con un control positivo previamente metilado (5 mC
+ dC). La cantidad de ADN metilado presente en la muestra es proporcional a la
absorbancia medida a 450 nm. Se utiliza ADN gendmico a una concentracion de 50 ng/

ul y se realiza el ensayo por triplicado.

3.3.2. b.2) Transformacion de ADN con Bisulfito Sédico y PCR especifica
de metilacion (MSP)

El estado de metilacion de una secuencia especifica de ADN puede
determinarse utilizando sales de Bisulfito Sédico. La incubaciéon del ADN diana con
sales de Bisulfito Sédico da como resultado la desaminacion de las citosinas no
metiladas en residuos de uracilo, quedando las citocinas metiladas sin sufrir cambios
(Tabla 16). Posteriormente, este ADN transfromado se amplifica mediante PCR
especifica de metilacion (MSP), que consiste en utilizar dos parejas de cebadores
diferentes especificos para las secuencia metilada y no metilada. Esta técnica es muy
Optima en muestras de ADN de baja concentracidn, siendo capaz de detectar un alelo

metilado en una poblacién de mas de 10000 alelos no metilados (Herman et al., 1996).
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Tabla 16: Ejemplo de secuencia nucleotidica tratada con sales de Bisulfito sédico donde N es cualquier

nucleétido.

Secuencia original Después del tratamiento con Bisulfito
ADN no metilado N-C-G-N-C-G-N-C-G-N N-U-G-N-U-G-N-U-G-N
ADN metilado N-C-G-N-C-G-N-C-G-N N-C-G-N-C-G-N-C-G-N

Para la amplificacion se utilizan cebadores modificados que se disefian con el
programa EpiDesigner (Sequenom, California, USA) en los cuales las citosinas no
metiladas de la secuencia original son transformadas en timinas. Esto se debe a que
una vez que se ha transformado el ADN con sales de Bisulfito sédico las hebras de ADN
pierden su complementariedad, es por ello que sélo el cebador reverso podra unirse al
ADN diana, y entonces generara la plantilla para la unién del cebador directo.

Para incrementar la sensibilidad de la técnica, se realiza una doble PCR (nested
PCR), utilizando inicialmente unos cebadores que amplifican un fragmento externo que
no contenga dinucledtidos CG, es decir, reconocen una secuencia comun a todas las
muestras, es por ello que el fragmento se amplifica en caso de ADN tanto metilado
como no metilado. A partir de este producto de amplificacion, se realiza una segunda
ronda de amplificacién con unos cebadores internos (Tabla 18) capaces de distinguir
entre la forma metilada (M) y la forma no metilada (U).

El tratamiento con sales de Bisulfito del ADN extraido de cultivos de
precursores entéricos humanos se realiza con el EpiTect Bisulfite kit (QIAGEN, Holanda)
siguiendo el protocolo”Sodium Bisulfite Conversion of Unmethylated Cytosines in DNA
from Low-Concentration Solutions”, siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se
lleva a cabo la conversion de 100 ng de ADN de cada muestra.

Los fragmentos de ADN gendmico que corresponden a las Islas CpG en estudio
se amplifican mediante el Multiplex PCR Kit (QIAGEN, Holanda), siguiendo las
siguientes condiciones (Tabla 17).

Por ultimo, los productos amplificados se visualizan mediante un gel de agarosa
al 2,5% y posterior tincion con bromuro de etidio. Como control de la cantidad de
producto utilizado, se afiaden a la PCR Multiplex, unos cebadores que amplifican ADN

transformado independientemente de su estado de metilacion.
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Tabla 17: Condiciones de amplificacién de los fragmentos de ADN tratado con sales de bisulfito

Etapa Temperatura (2C) Tiempo Ciclos
Activacion 95 15’

Desnaturalizacién 94 307

Hibridacion *Th 90~ 40
Extension 72 90~

Extension final 72 10°

Conservacioén del Producto 4 oo

*Th: Temperatura de hibridacion

Tabla 18: Cebadores utilizados para la reaccidon PCR especifica de metilacién (MSP). M corresponde a

cebadores utilizados para la amplificacion de ADN metilado y N a cebadores utilizados para la

amplificacion de ADN no metilado.

Fragmento  Secuencia Forward (5’-3’) Secuencia Reverse (5’-3’) Tamafio (pb) :‘c)
1 TTGATATTTAAATTTTGGGGTAGGTT CATTTTACTACTTTTACAAAAAAACACA 394 59
2 GGAGTTGGTAAGAAAGGATAGTATAGAAA  TAGGTGTGCTGGCTGCAGCCACTTC 616 59
M TATTTAAATTTTGGGGTAGGTTTTC CTTTAATTTAAAAACAACAATCGCT 216 55
IN ATTTAAATTTTGGGGTAGGTTTTTG CTTTAATTTAAAAACAACAATCACT 215 55
M ATGTAGGCGAGCGTTAGAGTTC TTACTTTATACAAAACAACGCCGA 183 50
2N GGAGATGTAGGTGAGTGTTAGAGTTT ATTACTTTATACAAAACAACACCAAA 186 57
Control TGGATGATTGGAATTATTATTTAGATTTT AAAAAAATTTAAAAATTCTCAACCC 356 59
3.3.2. b.3) Andlisis de metilacion de Islas CpG mediante
pirosecuenciacion

La pirosecuenciacion es una técnica capaz de cuantificar de forma directa el

grado de metilacion de fragmentos cortos de ADN amplificado. El andlisis por

pirosecuenciacion se realiza igualmente a partir de ADN tratado con sales de bisulfito

sodico. Inicialmente se lleva a cabo la amplificacion de la regién de interés por PCR,

empleando una nueva pareja de cebadores en la cual uno de los cebadores esta

marcado con biotina, los cuales han sido disefiados con el programa PyroMark Assay

Design (QIAGEN, Holanda) (Tabla 19), utilizando los reactivos del PyroMark PCR Kit

(QIAGEN, Holanda) (Tabla 20) con las siguientes condiciones de amplificacién (Tabla

21).
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Tabla 19: Cebadores utilizados para la reaccién PCR previa a la pirosecuenciacion

~ Th
Fragmento Secuencia Forward (5’-3’) Secuencia Reverse (5’-3’) Tamaiio
(pb) (eC)
1 TGATATTTAAATTTTGGGGTAGGT Biotina-TTAATTTAAAAACAACAATC 243 50

Tabla 20: Reactivos utilizados para la PCR previa a la pirosecuenciacion con el PyroMark PCR Kit.

Reactivos Cantidad
PyroMark PCR Master Mix 12.5ul
Coral Load Concentrate 2.5ul
Solucién de cebador (10 uM) 1l
MgCl, 0.5 ul
ADN transformado 2ul

H20 csp 5.5ul

Tabla 21: Condiciones de amplificacién de los fragmentos de ADN tratado con sales de bisulfito

Etapa Temperatura (2C) Tiempo Ciclos
Activacion 95 15’

Desnaturalizacién 94 307

Hibridacion *Th 30 40
Extension 72 30”7

Extension final 72 10’

Conservacion del Producto 4 oo

*Th: Temperatura de hibridacion

El producto amplificado se emplea para la reacciéon de pirosecuenciacion. A
este producto se le afiaden esferas de sefarosa disuelta en binding buffer que
contienen en su superficie estreptoavidina, de forma que las cadenas que presentan
un residuo de biotina en su extremo 5’se uniran a las mismas. Tras sucesivos lavados y
ciclos de desnaturalizacion, se afiade un tercer cebador de secuenciacidon
complementario a la hebra molde (Secuencia (5’-3’): GTTAGGTTTATTTGTTTTIT), a
partir del cual se produce la elongacién y cuantificacion de nucledtidos (dNTPs)

incorporados. La hebra complementaria se sintetiza en presencia de dos sustratos;
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adenosina 5' fosfosulfato (APS) y luciferina, y de las enzimas ADN polimerasa, ATP-
sulfurilasa, luciferasa y apirasa. El proceso de pirosecuenciacion se inicia cuando uno
de los cuatro deoxi-nucleétidosfosfato (dNTPs) complementario se incorpora a la
cadena molde unida a las esferas de sefarosa, proceso que es catalizado por la ADN
polimerasa, dando como resultado la liberacién de pirofosfato (PPi) en una cantidad
equimolar a la cantidad de dNTPs incorporados. La liberacién de PPi desencadena la
formacién de ATP a partir de adenosina fosfosulfato (APS) en presencia de la ATP
sulfurilasa. El ATP formado proporciona la energia necesaria para dar lugar a un
complejo inestable luciferasa-luciferina-adenosin monofosfato (AMP), que en
presencia de oxigeno da como resultado la liberacion de luz en una cantidad

proporcional al ATP disponible y por lo tanto al PPi (Figura 16).
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Figura 16: Cascada enzimatica de la reaccién de pirosecuenciacion. (Adaptada de Tost et al.,

2007)

La enzima apirasa se encarga de degradar el ATP y los dNTPs no incorporados,
tras cada reaccion. La adicion consecutiva de dNTPs genera un pirograma que

representa la dispensacion secuencial de dNTPs y la intensidad luminica asociada que
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permite su cuantificacion. Los experimentos de pirosecuenciaciéon se llevan a cabo en

el equipo Pyromark Q24 (QIAGEN, Holanda).

3.3.2.c Extraccion de ARN mensajero (ARNm) y conversion a ADN
complementario (ADNc) a partir de cultivos de precursores de SNE y tejido intestinal.

Para la extraccién de ARNm de tejido intestinal, se utiliza en un primer paso el
sistema GentleMACS™ Dissociator para producir la disosiacion del tejido. Tras ello se
utiliza el ThermoMACS™ Separator System (Miltenyi Biotech) a partir de tejido
disociado y directamente de cultivos de precursores humanos de SNE. Para el
aislamiento de ARNm y posterior transformacion en ADNc se utiliza el u(MACS™ One-
step cDNA Kit (Miltenyi Biotech) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Con
este sistema, la extraccion de ARNm se consigue afiadiendo Oligo(dT)
superparamagnéticos al lisado celular y posteriormente se afiade la mezcla a una
columna con un iman quedando el ARN retenido gracias a las fuerzas de atraccion
electromagenéticas dependientes del aporte de temperatura que se establecen con el
ThermoMACS™ Separator. Sobre esta columna se realizan diferentes lavados, vy
posteriormente la adiccion de la transcriptasa inversa para proceder con la reaccién
enzimatica de sintesis de ADNc. Todo este proceso se realiza en la misma columna, lo
cual minimiza la probabilidad de que exista contaminacién de ADN. Por ultimo, tras

sucesivos lavados se eluye el ADNc sintetizado de la columna.

3.3.2. d PCR cuantitativa

El sistema de PCR en tiempo real se basa en la deteccion y cuantificacion de
marcadores fluorescentes a lo largo de la reaccién de PCR, permitiendo conocer la
cantidad de fluorescencia emitida durante la fase exponencial de la reaccién donde un
aumento significativo del producto de PCR se correlaciona con la cantidad inicial de
ADN o ADNc de estudio.

En el presente estudio se han empleado dos tipos de estrategias disponibles
para realizar ensayos de cuantificaciéon por PCR a tiempo real, Tagman y SYBR Green,
utilizando los termocicladores 7500 y 7900HTFast Real-Time PCR System (Life

Technologies, USA).
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En el caso del termociclador 7900HT Fast Real-Time PCR System, el analisis de
expresion de precursores entéricos y tejido intestinal se realizdé mediante el uso de
TagMan Low Density Arrays (TLDA, Life Technologies, USA).

Estas placas permiten analizar mediante PCR cuantitativa a tiempo real la
expresion de genes previamente seleccionados. En el presente trabajo se utilizaron
dos tipos de placas predisefiadas; TagMan® Human Stem Cell Pluripotency Array y
TagMan® Human Transcriptional Regulatory Network in Embryonic Stem Cell Array
Plate (Life Technologies, USA). Las cuales contienen las sondas Tagman y los oligos de

96x4 6 48x8 genes diferentes (Figuras 17 y 18 respectivamente).
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Figura 17: Formato de 96 genes para la placa equivalente a 384 pocillos TagMan® Human Stem Cell
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Figura 18: Formato de 48 para la placa equivalente a 384 pocillos TagMan® Human Transcriptional
Regulatory Network in Embryonic Stem Cell.
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Para el procesamiento de los datos, se utiliza el software de Life Technologies
SDS 2.1 usando el método AACt de cuantificacidon relativa (Livak et al.,, 2001). Estos
valores denominados “Ct” (Ciclo umbral) equivalen al ciclo en el cual la emisién de la
intensidad del marcador fluorescente se eleva por encima del ruido de fondo en la fase
exponencial de la reaccidn de PCR. La media de los valores de cada gen normalizados
frente a un control enddégeno (gen de expresidn constitutiva en la célula) se utiliza para

AACt (abundancia

calcular el valor de expresion relativa que se representa como 2°
relativa).

En ambos casos se utiliza ADNc molde, a una concentracidn aproximada de
50ng/ul. Para la PCR a tiempo real se combina el ADNc con la mezcla de reaccién
TagMan® Universal PCR Master Mix (2x) (Life Technologies, USA), con las siguientes

condiciones de amplificacion (Tabla 22).

Tabla 22: Programa de amplificacion PCR cuantitativa

Etapa Temperatura (2C) Tiempo Ciclos
Rampa 50 2
Desnaturalizacion inicial 94.5 10°
Desnaturalizacion 97 30"

40
Hibridacion 59.7 1

Los datos obtenidos se analizan mediante el programa RQ Manager (Life
Technologies, USA). Los valores introducidos para cada gen son los ACt de cada
experimento considerando como expresion positiva exclusivamente aquellos genes en
los cuales el Ct es menor de 32, siguiendo las recomendaciones del fabricante. En
aquellos casos en los que no se detecta expresion del gen, se asigna un valor Ct de 40
para hacer las comparaciones. Tras la normalizacidon de los datos obtenidos con el
control endégeno GAPDH, se aplica como algoritmo de agrupacién, la distancia
promedio (average linkage clustering), con un coeficiente de correlacién asimétrico
(uncentered correlation).

Por otro lado, se han realizado estudios de expresion utilizando SYBR Green
(BioRad, USA) en el termociclador 7500HT Fast Real-Time PCR System. El colorante

SYBR Green (Witter et al. 1997) detecta ADN bicatenario, que evita el uso de sondas
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especificas. Este compuesto se une al ADN intercalandose en la doble hélice, y genera
una seial fluorescente cuando la muestra es excitada por una fuente de luz. En este
caso se utiliza el gen BETA-ACTINA como control endégeno, y se considera como valor
de expresién positiva un ACt < 35, siguiendo las recomendaciones del fabricante. Cada
reaccion contiene 100ng/ul de ADNc de cada muestra y se utiliza adicionalmente un
ADNc de cerebro comercial (cDNA, from adult human normal brain tissue, Life

Technologies, USA) para medir la eficiencia de la reaccion

3.3.2. e Inmunocitoquimica

Para el estudio de marcadores celulares presentes en precursores neurales de
SNE en cultivo se siembran las células en portaobjetos tratados para su adhesion con
Poli-D-Lisina y Fibronectina y posterior fijacion con 4% (p/v) de paraformaldehido en
PBS 0,1M. Estos se incuban durante una hora en suero de bloqueo BSA (Bovine Serum
Albumin) al 2,5% (p/v) y 0,1% de Triton. A continuacién, se afiade el anticuerpo
primario disuelto en la solucién de bloqueo a la concentracidn requerida y se incuba a
4°C durante 16-18h. Transcurrido ese tiempo, los cubres se someten a varios lavados
con PBS 1x y tras ello, se afiade el anticuerpo secundario especifico a temperatura
ambiente durante 1h en oscuridad. Finalmente, los portaobjetos tras varios lavados de
nuevo con PBS 1x se montan con el medio de montaje acuoso Fluoro-Gel Il with DAPI
(EMS, USA). Los nucleos celulares se contratifieron con DAPI (4',6-
diamidino-2-phenylindol).

La sefial fluorescente se detecta usando un microscopio confocal LeicaSpectra
TCS SP2 (Leica Microsystems). El conteo de células se realiza tomando diez imagenes
por condicidn en la cual se cuentan al menos un numero de 700 células. Los resultados
se expresan en porcentaje de células marcadas frente al niUmero total de células.

Se han realizado dos estudios de inmunocitoquimica con condiciones diferentes

en cada caso:

3.3.2.e.1) Deteccidn de la expresion de DNMT3B en precursores de SNE

mediante inmunocitoguimica.

El anticuerpo primario utilizado es anti-DNMT3B (conejo policlonal) a la dilucién

1:100 (Santa Cruz Biotechnology, USA), y el anticuerpo secundario utilizado es anti-
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conejo 1gG, marcado con Alexa Flior 568 (Life Technology, USA), y se utiliza a una

dilucion 1:200. Ademas, el nucleo de las células es tefiido con DAPI.

3.3.2. e.2) Deteccion de la expresion de PAX6 en precursores de SNE

mediante inmunocitogquimica.

El anticuerpo primario utilizado es anti-PAX6 (conejo policlonal) a la dilucién
1:20 (Santa Cruz Biotechnology, USA), y el anticuerpo secundario utilizado fue anti-
conejo 1gG marcado con Cy2 a la dilucion 1:200.

Para NESTINA, se utilizé anticuerpo primario de cabra (policlonal) a la dilucidn
1:400 (Santa Cruz Biotechnology, USA) y anticuerpo secundario anti-cabra IgG marcado
con Cy5 (Jackson Immuno Research Laboratories, USA.), utilizando una dilucién 1:200.

Ademas, el ntcleo de las células fue tefiido con DAPI.

3.3.2.f Inmunoprecipitacion de Cromatina
La Inmunoprecipitacion de cromatina es una herramienta muy util para el

analisis de modificaciones epigenéticas y la identificacion de proteinas reguladoras
asociadas con regiones especificas del genoma, mediante el uso de un anticuerpo
especifico que reconoce la proteina en estudio. Consta de varios pasos.

En primer lugar se realiza la fijacion, para ello se resuspenden los pellets de
precursores neurales en 1 ml de formaldehido al 1% en PBS con el objetivo de fijar
reversiblemente las células de interés provocando el entrecruzamiento proteina-ADN.
Se incuban durante 10 minutos a 372C y se centrifugan a 1000 rpm durante 5 minutos
reservando el pellet. Posteriormente se procede a la fragmentacién del ADN. Para ello
se resuspende el pellet en Buffer de lisis pipeteando hasta que se forme espuma y se
realiza la fragmentacién en un sonicador Bioruptor® Standard Sonicator (Diagenode)
durante una hora y 30 minutos con 6 ciclos encendido/apagado de 15 min cada uno.
De esta forma se obtiene un tamafio de fragmentos entre 100-250 pb, éptimo para
PCR convencional y secuenciacién. A partir de aqui se separa la muestra en dos
alicuotas dejando como control una de ellas a la cual no se afiade anticuerpo (Input).

Posteriormente, se afiade el anticuerpo a la concentracion optima y se deja

incubando a 42 C en rotacion durante toda la noche, tras ello se continta con el uso
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del Chromatin Immunoprecipitation (ChIP) Assay Kit (Millipore, Darmstadt, Alemania),
siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Finalmente se purifica el ADN afadiendo v/v de wuna solucién
Fenol/Cloroformo/Alcohol Isoamilico (Acros Organics, USA), mezclando bien mediante
vortex y se centrifuga durante 5 minutos a 13000 rpm. Se obtienen tres fases, de las
cuales se traspasa Unicamente la fase acuosa superior que es la que contiene el ADN, a
un tubo limpio y seguidamente se afiade el Glicégeno (50ug/ul), Acetato sddico 3M y
Etanol 100% frio. Se deja precipitar a -202 toda la noche. Por ultimo, se centrifuga
durante 5 min a 13000 rpm. Es necesario desechar el sobrenadante y lavar el pellet con
etanol al 70% dos o tres veces. Se deja secar y para finalizar se resupende el ADN en
20ul de agua de alto grado molecular.

En el presente trabajo se han realizado dos ensayos de inmunoprecipitacion

de cromatina seguidos de amplificacion por PCR con las siguientes condiciones.

3.3.2. f.1) Inmunoprecipitacion de Cromatina utilizando anticuerpo
especifico para p300.

Para el primer ensayo de ChIP se utiliza anticuerpo especifico anti- p300 (ratén,
monoclonal, Ch/P Grade) a una cantidad de 2.5ug (Abcam, UK). Para posterior
amplificacion mediante PCR del fragmento de PAX6 localizado en el promotor, se

utiliza la siguiente pareja de cebadores y temperatura de hibridacién (Tabla 23)

Tabla 23: Secuencia y temperatura de hibridacion de la pareja de cebadores para la amplificacion del
fragmento dentro del promotor de PAX6

Secuencia Forward (5’-3’) Secuencia Reverse (5’-3’) Tamaiio (pb) Th (2C)

CACGCTGACATACCGACATC AGGGGAGATAAGAGGGGAGG 151 64

3.3.2. f.2) Inmunoprecipitacion de Cromatina utilizando anticuerpo
especifico para DNMT3B

Para el segundo ensayo de ChlIP se utiliza anticuerpo especifico anti- Dnmt3b
(raton, monoclonal, ChIP Grade) a una cantidad de 5ug (Abcam, UK). Para posterior

amplificacién mediante PCR de fragmentos localizados a lo largo del promotor vy la
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secuencia codificante de Pax6, se han utilizado las siguientes parejas de cebadores y

temperatura de hibridacion (Tablas 24).

Tabla 24: Parejas de cebadores y temperatura de hibridaciéon para la amplificacion mediante PCR de
fragmentos localizados a lo largo del promotor y secuencia codificante de Paxé6.

Fragmento Secuencia Forward (5’-3’) Secuencia Reverse (5’-3’) Tamaiio (pb) Th (2C)
Promotor = GGAGGACAATACCAGCCAGA TCGGGGAGGGTTTCTATGAC 485 64

1 CCCGGTTGTCAGATCTGCTA ATCCGCAGCAACTCCTCTAC 271 64

2 TGCGGAGTGATTAGTGGGTT CGGCTGGAGAGTGAGAGATA 255 63

3 TGCATATAATTGAACCTGGGACA TCGAAGACACACTCTACCTTTT 157 62

4 AGGAAACCATGATCGACAAGA GTGTGTGTTGTCCCAGGTTC 150 63

5 GGTGCTGGACAATGAAAACG CTTGGCTTACTCCCTCCGAT 202 64

3.3.3. Estudios en Pez-Cebra

3.3.3.a Knockdown de Pez cebra Tg(-8.3bphox2b:Kaede)

Para el estudio del efecto de la bajada de expresion de DNMT3B en el
desarrollo del SNE en un contexto fisiolégico, se ha realizado el knockdown de pez
cebra en la linea transgénica Tg(-8.3bphox2b:Kaede) mediante la microinyeccion de
morfolino (Mo) frente a Dnmt4. Los morfolinos son moléculas sintéticas capaces de
bloquear el proceso de traduccién del ARN. En términos de estructura, la diferencia
entre los morfolinos y el ADN es, que los primeros tienen bases unidas a anillos de
morfolino en lugar de a anillos de desoxirribosa y a su vez estan unidos a través de
grupos fosforodiamidos en lugar de fosfatos. Normalmente son secuencias de unas 25
pares de bases que se unirdn a secuencias complementarias del ARN.

Para el disefio de morfolino, Dnmt4 es el gen dentro del genoma del pez cebra
gue, segun herramientas bioinformaticas (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/homologene),
presenta un mayor porcentaje de homologia con DNMT3B en humanos. Ambas
proteinas presentan el dominio denominado PWWP de unién al ADN y el dominio
metiltransferasa, que en el caso del pez cebra se denomina dominio

AdoMetil_Metilasa responsable de catalizar los procesos de metilacion utilizando S-
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adenosil-L-metionina como sustrato. Ademas, este gen se expresa en intestino entre
las 48 y las 72 horas posteriores a la fertilizacién (Takayama et al. 2014).

En el presente trabajo se ha disefiado dos tipos de Mo. Un primer Mo frente a
la secuencia de Dnmt4 en el sitio de splicing entre el intrén y el exdn 3, el cual bloquea
el sitio de splicing dando lugar a la eliminacion del exén 3 y la formacion de un coddn
de parada prematuro tras el exén 4 (Figura 19). Por otro lado, se ha disefiado un
segundo Mo que consiste en la misma secuencia nucleotidica elegida para el Mo
anterior pero en este caso con un desapareamiento de 5 bases. El objeto de este
segundo Mo es que sirva como control para testar la especificidad del Mo disefiado

para producir la disminucion de expresion de Dnmt4.

CAGCctgaaaagagggagccactgt

P —
: - Producto final cuando se bloquea el sitio de splicing entre intrén y exén 3

B

Figura 19: Producto final esperado tras el uso del morfolino oligonucleétido dirigido a la regién de
splicing situada entre el intron y el exén 3 de Dnmt4.

Ambos fueron sintetizados por GeneTools (http://www.gene-tools.com/). Las
secuencias son: dnmt4-ex3F-SB CAGCCTGAAAAGAGGGAGCCACTGT; control-SB
CACCCTCAAAAGACGGAGCAACTCT.

Se ha descrito que una de las limitaciones generales que presenta el uso de
Mos es que estos son capaces de inducir efectos off-target en un 15-20% de los casos
dando lugar a muerte neuronal por apoptosis siendo la activacion de p53 el
mecanismo mds comun implicado en este proceso. Es por ello que realizando la co-
inyeccidon con el Mo frente a p53 se disminuye este efecto. La bajada de expresion de
p53 por si solo no induce defectos importantes, ya que p53 no es necesario para el
desarrollo normal de los peces. Este Mo no afecta a la eficacia de otros Mo frente a

genes especificos, ya que se ha demostrado que no interfiere con la penetrancia de
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fenotipos especificos debidos a la bajada de expresién de otros genes (Robu et al.,
2007).

Es por ello que se co-inyectd con el morfolino frente a p53 (secuencia p53 Mo:
GCGCCATTGCTTTGCAAGAATTG).

Los Mos se preparan a una concentracion stock de 10mM en “Danieau's buffer”
1x (58 mM NaCl, 0.7 mM KCl, 0.4 mM MgS04, 0.6 mM Ca (NO3)2, 5 mM Hepes, pH
7.6). Las diferentes diluciones se realizan en “Danieau's buffer” afiadiendo 0,05% de
Phenol Red (Sigma) y se microinyectan en el saco vitelino del pez cebra en el estadio
de desarrollo de 1-4 células usando un microinyector Pneumatic Picopump observando
a través de un estereoscopio Leica MZ6. Se ha microinyectado a diferentes cantidades
de Mo para determinar la concentracién optima (0,5-8ng). Una vez microinyectados,

los embriones se incuban en agua con azul de metileno a 25° C.

3.3.3.b Extraccion de ARNm y conversion a ADNc en Pez-Cebra
Para la extraccion de ARN de pez cebra se utilizé un numero de treinta larvas lo

gue supone alrededor de 10mg de tejido animal. A las 48 horas postfertilizacion estas
larvas se congelan a -802 con el propdsito de detener el desarrollo de las mismas. Tras
ello se procede a la extraccion de ARN mediante el kit RNeasy Mini Kit (QIAGEN,
Holanda), basado en el uso de columnas que poseen una membrana de silice con una
capacidad de unién de 100ug de ARN. Las muestras se lisan y homogenizan
inicialmente, y tras ello se utiliza etanol de una pureza del 70% para proporcionar una
condicion mejor de unidn. El lisado se aflade a la membrana y posteriormente se
realizan sucesivos lavados seguln las recomendaciones del fabricante y el tratamiento
con ADNasa para eliminar cantidades residuales de ADN gendmico. El ARN puro se
eluye en 30ul de agua de alto grado molecular, libre de ARNasa. Por ultimo, se
cuantifica la concentracion y se determina su pureza con el sistema de
espectrofotometria NanoDrop.

Se realiza la sintesis de ADNc a partir de 1 ug de ARN obtenido de pez cebra
mediante el uso de la trancriptasa inversa iScript (iScript™ cDNA Synthesis Kit, BioRad),

siguiendo las siguientes condiciones de amplificacion (Tabla 25).
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Tabla 25: Reactivos y programa utilizado para la sintesis de ADNc a partir de ARNm

Reactivos Cantidad
5x iScript buffer 4 ul
Transcriptasa inversa iScript 1ul
ARN molde 1lug
H20 csp 20 pl
Etapa Temperatura (2C) Tiempo
25 5
Incubacién 42 30
85 5
Conservacion del producto 4 oo

3.3.3.c Inmunohistoquimica

Para la inmunohistoquimica en pez cebra se han utilizado larvas enteras en
estadios de 3 y 6 dias, es decir, previamente a la colonizacién total del intestino por
parte de los precursores entéricos y posteriormente a dicha colonizacién. Las larvas se
fijan en PFA 4% en PBS durante dos horas a temperatura ambiente. Tras ello se lavan
tres veces en agitaciéon durante diez minutos cada una de ellas con PBS, y se incuban
con agitaciéon en solucién de blogqueo (BSA, DMSO, Saponina, Suero de cabra, y
PBS10x). Se incuban con anticuerpo primario anti- HuC/D (Life Technologies, USA) a
una dilucion 1/200 a una temperatura de 42C con agitacion y durante toda la noche.
Por ultimo tras sucesivos lavados con PBS se afiade el anticuerpo secundario anti-
raton Cy2 a una dilucion 1/1000, durante dos horas a temperatura ambiente y bajo
agitacion.

Para contar el nimero de células presentes en el intestino se utiliza el software

Fiji (Just Imagel, http://fiji.sc/Fiji).

3.3.4 Analisis estadistico

3.3.4. a) Expresion de los datos y significacion estadistica
Los datos obtenidos de los diferentes estudios de expresion (Tagman y SYBR),

estudio de metilacion global del ADN, inmunocitoquimica, y numero de células
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presentes en el intestino de pez-cebra, se han expresado como la media * error
estandar de la media (SEM) de los valores obtenidos en un minimo de 3 experimentos.
El método paramétrico de la t de “Student”, pareado o no, de dos colas, se ha utilizado
cuando se compararon dos grupos de datos, considerandose significativas las

diferencias cuando el valor de p es menor a 0,05.

3.3.4. b) Aplicacion de la ley de Hardy-Weinberg
Para las variantes de secuencia analizadas se ha calculado la frecuencia alélica y

genotipica en los grupos de pacientes y controles. El modelo de Hardy-Weinberg se
utiliza para calcular las frecuencias genotipicas esperables a partir de las frecuencias
alélicas observadas. Sise considera en una poblacion la pareja alélica A1 y A2 de un
locus dado, donde “p” es la frecuencia del alelo Al y “g” la frecuencia del alelo A2 y
que p + q = 1. Entonces se cumple que (p + q)* = p> + 2pq +q° = 1, donde:

p? = frecuencia del genotipo Al Al

2pq = frecuencia del genotipo A1 A2

g’ = frecuencia del genotipo A2 A2

Para verificar el cumplimiento de la ley de Hardy-Weinberg en cada uno de los
grupos de estudio y para las variantes en estudio, se ha utilizado el test de x* con la
correccion de Yates comparando los valores de frecuencias genotipicas esperables
frente a los valores observados. Si el valor de y’es significativo no se cumple el
equilibrio de Hardy-Weinberg, lo cual es indicativo de consanguinidad, seleccién,
evento mutacional, u otro fendmeno que estuviera alterando el equilibrio, como un

fallo en la genotipacion.

3.3.4. c¢) Test de X’ y test de Fisher
Con el fin de evaluar la posible asociacion de una determinada variante de

secuencia a la enfermedad estudiada, se han realizado estudios de casos y controles.
En este tipo de estudios, las asociaciones entre enfermedades y marcadores se hallan
comparando las frecuencias de un alelo particular de un marcador en una serie de
pacientes con las de una serie de controles sanos. Se ha utilizado el test estadistico x>
de Pearson para detectar diferencias en las distribuciones de los polimorfismos entre

dos grupos de estudio. Para su aplicacién es necesario el uso del paquete informatico
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SPSS version 18.0 para Windows. El valor de p que se considera limite para afirmar que

dos variables estan asociadas es p<0,05.

3.3.5. Herramientas Bioinformaticas

3.3.5.a) Bases de datos

Las secuencias génica, proteica y el transcrito de los genes, asi como la
informacién de las mutaciones y polimorfismos descritos, se han obtenido a través del
buscador del genoma humano UCSC (http://genome.ucsc.edu/), del Centro Nacional
para la Informacidn Biotecnoldgica (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y la base de

datos Ensembl (http://www.ensembl.org).

3.3.5.b) Nomenclatura de las variantes de secuencia
La nomenclatura empleada para la descripcion de las variantes de secuencia

identificadas en el presente trabajo se encuadra dentro de las recomendaciones de la
“Human Genome Variation Society” (http://www.hgvs.org/mutnomen/) (Dunnen vy

Antonarakis, 2001).

3.3.5.c) Analisis de secuencias
-El alineamiento de secuencias nucleotidicas o proteicas da informacién sobre

la similitud de las secuencias analizadas. Esta informacion es muy util para ver la
conservacién inter-especie, asi como la busqueda de regiones con un alto grado de
homologia. Para este tipo de analisis se ha utilizado la herramienta CLUSTAL OMEGA
(www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

-Para la identificaciéon de dominios funcionales como ayuda para entender la
funcionalidad de la proteina, asi como, definir la secuencia consenso de un dominio
funcional se ha utilizado la herramienta ScanProsite la cual realiza una busqueda de
dominios, patrones o motivos proteicos incluidos en la base de datos PROSITE (de
Castro et al., 2006) (http://expasy.org/tools/scanprosite/).

-La herramienta BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) encuentra
regiones similares entre secuencias biolégicas en distintas bases de datos. Esta
herramienta, ademas, es de gran utilidad a la hora de disefiar cebadores y analizar la

especificidad de secuencia que presentan estos.
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3.3.5.d) Analisis de la patogenicidad de las variantes de secuencia
- Alteracion del splicing.- Para analizar el efecto de una variante en la apariciéon

o pérdida de sitios donadores o aceptores del splicing se han utilizado las herramientas
disponibles en: http://www.fruitfly.org/ seq_tools/splice.html y
http://www.tigr.org/tdb/GeneSplicer/ gene_spl.html

- Alteracidn de sitios de unidén de factores de transcripcion.- Para analizar si una
variante altera el sitio de union de factores de transcripcién en la secuencia promotora
del gen se han utilizado las herramientas disponibles en: PROMO
http://alggen.Isi.upc.es/cgi-bin/promo_v3/promo/promoinit.cgi?dirDB=TF_8.3 y TF-
SEARCH http://diyhpl.us/~bryan/irc/protocol-online/protocol-cache/TFSEARCH.html

- Prediccion de la influencia de un cambio de aminodcido en la funcién de la
proteina.- El programa SIFT (http://blocks.fhcrc.org/ sift/SIFT.html), predice si una
determinada sustitucién aminoacidica en una proteina es tolerada o no desde el punto
de vista de conservacion de su funcionalidad. Para ello se basa en homologias de
secuencias con otras especies y en las propiedades fisico-quimicas de los aminoacidos
(Ng y Henikoff, 2003). La herramienta PolyPhen (http://coot.embl.de/ PolyPhen) es
capaz de estimar el posible impacto de una sustitucién aminoacidica en la estructura y
funcién de una proteina usando parametros similares a los de SIFT (Ramensky, 2002).

-Interacciones, co-expresion, co-localizacién y similitud de dominios proteicos.
La herramienta bioinformatica GeneMANIA (http://www.genemania.org/) permite
introducir una serie de genes de interés a partir de los cuales se obtiene una red
interactiva de asociacion funcional generada entre los genes de interés y diferentes

conjuntos de datos (Mostafavi et al., 2008).
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4.1 Identificacion de variantes patogénicas en dos pacientes con Sindrome de
Waandenburg Tipo IV.

En el presente trabajo se incluyeron un paciente con Sindrome de Shah-
Waardenburg o SW4, el cual se caracteriza por la presencia de HSCR junto a otros
rasgos clinicos como sordera y alteraciones pigmentarias en piel, pelo y ojos, y un
segundo paciente que presentaba la variante neurolégica de SW4 llamada neuropatia
desmielinizante periférica, leucodistrofia desmielinizante central, sindrome de
Waardenburg y enfermedad de Hirschsprung (PCWH).

Con el objetivo de determinar la causa molecular de la aparicion del fenotipo
en estos dos pacientes sindromicos, se realizé el rastreo mutacional mediante
secuenciacion directa de la regién codificante completa, las uniones intrén-exén y las
regiones intrénicas flanqueantes de los genes EDN3 (NM_000114.2), EDNRB
(NM_000115.1), SOX10 (NM_006941.3) y RET (NM_020975.4). Adicionalmente,
se analizé6 mediante sondas PCR-FRET, la presencia o ausencia de la variante
localizada en el dominio Enhancer de RET (c.73+9277T>C, rs2435357), que estd

fuertemente asociada a HSCR.

4.1.1. Historia clinica y eventos moleculares presentes en el Paciente 1.

El paciente 1 es un varén de origen portugués, primer hijo de padres sanos, no
consanguineos, nacido a término con un peso de 3190 g. Durante el periodo neonatal
acudio al hospital en dos ocasiones con episodios de distensidon abdominal, vdmitos y
diarrea. A los 2 afios de edad, fue ingresado presentando estrefiimiento crénico
severo. El examen fisico mostré una notoria distensiéon abdominal con un fecaloma
gigante en la fosa iliaca izquierda. También presentaba heterocromia del iris,
mechoén blanco y una profunda pérdida de la audicion neurosensorial bilateral. El
enema de bario que se realizd mostrd estenosis a nivel del recto, colon sigmoide y
dilataciéon en el segmento proximal del colon. La manometria anorrectal reveld
ausencia del reflejo inhibidor del esfinter rectal y finalmente la aganglionosis fue

confirmada mediante andlisis anatomopatoldgico de la biopsia rectal.
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En cuanto a la historia familiar, la madre presentaba pérdida auditiva unilateral
moderada mientras que la abuela materna presentaba amplia hipopigmentacion de la
piel que afectaba a brazos, piernas y pared abdominal anterior, siendo el resultado de
la prueba de respuesta auditiva del tronco cerebral fue normal.

El rastreo mutacional reveld la presencia de una mutacion en heterocigosis, no
descrita previamente, en el tercer exén codificante del gen SOX10. Se trataba de una
insercion de 19 nucledtidos, ¢.1107ins GCTGGGGCCCCCACACTAC (c.1107ins19,
p.Thr370Serfs*38), que generaba una alteracion de la pauta de lectura a partir de la
posicién aminoacidica 370, y un coddn de parada prematuro 38 residuos después.
Dicha mutacién estaba presente en el paciente asi como en la madre y abuela del
mismo (Figura 20).

El rastreo mutacional de los genes RET, EDN3 y EDNRB no reveld la presencia de

ninguna variante deletérea.

A D__o SOXI0{e.1107ins19, pThr3705erfs*38) B

rq SOX10 (c.1107ins19, p.Thr3705erfs* 38)
Lafians

- | CECNE

SOXI0(c.1107ins19, p.The37050rfs® 38}

Figura 20: A) Segregacion familiar del cambio ¢.1107ins19 hallado en SOX10 en el primer caso de SW4.
B) Cromatograma de la secuencia del exén 5 de SOX10; la flecha indica el inicio de la insercién.

4.1.2. Historia clinica y eventos moleculares presentes en el Paciente 2.

El paciente 2 es un varén de origen espafiol, primer hijo de padres sanos, no
consanguineos, nacido a término con un peso de 2550 g. Tres dias tras su nacimiento
el paciente fue ingresado presentando pérdida de apetito y vomitos biliosos. El
examen fisico mas detallado reveld signos de deshidratacion e ictericia, asi como una

grave distensién abdominal. Tras la administracion de enema de bario se encontré una

78 - MV. Enguix-Riego



Resultados

importante distension intestinal que llevd a identificar la presencia de microcolon.
Posteriormente la laparotomia confirmd tanto el microcolon como el microileon (80
cm) con dilataciéon proximal, que llevd a proceder con la ileostomia. EIl examen
anatomopatoldgico de varias biopsias intestinales recogidas durante la intervencién
confirmé la presencia de aganglionosis a lo largo del recto, sigma, colon descendente y
microileon. El paciente tuvo que permanecer ingresado en el hospital durante sus
primeros meses de vida debido a episodios repetidos de enterocolitis y malabsorcién
intestinal. Finalmente, a los cuatro meses de edad fue sometido a una anastomosis
primaria del colon. A raiz de las sucesivas revisiones médicas a las que fue sometido, se
detectaron también hipoacusia bilateral y retraso psicomotor.

Por ultimo, las imdgenes de resonancia magnética que se le realizaron a los
dos afios de edad confirmaron la presencia de una alteracidn difusa de la mielinizacién.
El paciente presentaba pelo rubio, iris azules brillantes y nistagmo horizontal rotatorio.
No presentaba antecedentes familiares de HSCR, sordera o cualquiera de las
caracteristicas clinicas de SW4.

Tras el rastreo mutacionales identificé una mutacién de novo, no presente en
los padres, en heterocigosis en el tercer exdn codificante del gen SOX10: c.915delG. Se
trata de la delecidén de una guanina en la posicion 915 que genera un desplazamiento
en el marco de lectura, dando lugar a la aparicién de un coddén de parada prematuro 5
aminodcidos después (p .His306Thrfs*5) (Figura 21). Esta mutacién habia sido
previamente descrita por Vinuela et al. 2009.

Por otro lado, tanto el paciente como los padres portaban la variante localizada
en el dominio Enhancer del intron 1 de RET (c.73+9277T>C, rs2435357) en

heterocigosis.

A B
EB 1% ] ¥ 13
II“.‘L'v.‘..I.".li-."'"'-'.I-:f'.'.-“.".lf:': ‘-‘l.‘-l.‘-l' :.'L'l.' GGEC
| G TEHGERCH TCEC £ cH GECACCEARGEC
‘ :;.'-'J :--Ii'-‘ '.';I'-' ].{:'.' '.Ii'l
P asf ol A
- einlasp WA Wi AW s AV W

S0X10 (c.915delG, p His306Thris"5)

Figura 21: A) Segregacion familiar del cambio c.915delG, hallado en SOX10 en el segundo caso de SW4.
B) Cromatograma de la secuencia del exén 5 de SOX10; la flecha indica donde se produce la delecidn.
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€. 915 del G ¢. 1107 ins 19
A
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61 101 180 233 306 1400
B His306Thrfs*5 Thr370Alafs*38
289 325

WT- M-E-T-F-D-V-A-E-L-D-Q-Y-L-P-P-N-G-H-P-G-H-V-8-5-Y-5-A-A-G-Y-G-L-G-S-A-L-A-
His306Thr f5*5 - M-E-T-F-D-V-A-E-L-D-Q-Y-L-P-P-N-G-T-Q-A-M-Stop

361 388
| |

WT- D-AK-A-Q-V-K-T-E-T-A-G-P-Q-G-P-P-H-YV-T-D-Q-P-8-T-§-Q-I-A-Y-T-§-L-S-L-P-H- Y-
Thr370Alafs*38- D-A-K-A-Q-V-K-T-E-T-A-G-P-Q-G-P-P-H-Y-A-G-AP-TLHRP-ALHLTDRLH

-L-P-Q-P-A-P-L-W-L-5-L-P-L-H-L-P-P-P-V-Stop

Figura 22: Mutaciones identificadas en SOX10 en dos pacientes con sospecha de SW4. A:

Representacion esquematica del gen SOX10 vy la proteina, indicando las posiciones especificas afectadas

por las mutaciones. B: Secuencia proteica normal (WT) y secuencia de ambas proteinas mutantes.
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4.2 Implicacion del gen DNMT3B en la patogénesis de la enfermedad de

Hirschsprung

4.2.1 Anadlisis de la expresion diferencial de genes de pluripotencia en
precursores neurales de SNE de pacientes HSCR versus controles
En este trabajo se realizd por primera vez un analisis global del perfil de

expresion de genes de pluripotencia en precursores neurales del SNE procedentes de
pacientes HSCR versus controles. Para dicho estudio se utilizaron arrays de baja
densidad con sondas TagMan (TLDA) que permiten analizar mediante PCR cuantitativa
un gran numero de genes de forma simultanea.

La PCR cuantitativa es una de las técnicas de cuantificacion de expresion de
genes mas sensible y reproducible, si bien, para llevar a cabo la interpretacidn de los
datos de una manera exacta y fiable, es necesario el uso de genes de referencia o
controles enddgenos para eliminar o minimizar la variacion entre las muestras debido
a la cantidad y calidad de ADNc inicial, y a la eficiencia enzimatica.

Con el proposito de utilizar el mejor control enddégeno que se ajustara a las
condiciones de las muestras en estudio, se utilizd una placa TLDA que contenia 40
genes anotados como controles endogenos en diferentes tipos celulares y tejidos

(Tabla 26).

Tabla 26: Genes contenidos en la placa TLDA TagMan® Endogenous Control Assays

GAPDH CDKN1A Hs00355782_m1l
HPRT1 CDKN1E Hs00153277_m1
GUSB Hs299999908 m1 GADDASA  Hs00169255 ml
ACTE Hs09999903_ml PUM1 Hs00206469 m1
E2M Hs99999907_m1 PSMC4 Hs00197826_m1l
HMES Hs00609297_m1 EIF2B1 Hs00426752_m1
IPOS Hs00183523_m1 PES1 Hs00362795_g1
PGK1 Hs299999905 ml ABL1 Hs00245445 m1
RPLFD Hs99999902_m1 ELF1 Hs00152844_m1
TEP Hs09999910_ml MT-ATP6  Hs02505862 gl
TERC Hs99999911_m1 MRPL19 Hs00608519_m1
UBC Hs00224723_m1 POF4 Hs00198357_m1
YWHAZ Hs00227047 m1 RPL37A Hs01102345 m1l
PPIA Hs99999904_m1 RPL20 Hs00265497_m1
POLRZA Hs00172187_m1 RPS17 Hs00734303_g1
CASC3 Hs00201226_m1
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Se utiliz6 ADNc procedente de cultivos de precursores entéricos de seis
pacientes HSCR y cuatro controles, realizando el analisis por triplicado. Con el
programa DataAssist se obtuvieron las graficas de dispersion para evaluar el grado de
similitud de cada muestra mediante el coeficiente de correlacién de Pearson(r). De
ellos se seleccioné GAPDH como el gen cuyos niveles de expresién transcripcional eran
mas reproducibles a lo largo de las diferentes muestras de ADNc, tanto de pacientes
como de controles. Para los pacientes se obtuvo una correlacién positiva entre 0,9984
y 0,9962. Mientras que para los controles los valores se situaban entre 0,9983,
0,99851. Una vez seleccionado el control enddgeno, se llevd a cabo el estudio de
los niveles de expresion transcripcional de los 96 genes contenidos en la placa

TLDA comercial; TagMan® Human Stem Cell Pluripotency Array (Tabla 27).

Tabla 27: Genes contenidos en la Placa TLDA: TagMan® Human Stem Cell Pluripotency Array

ACTB AFP CD34 CDH5 CGB 18S
FN1 FOXD3 GAL GATA4 GBX2 GCM1
ISL1 KRT1 LAMB1 LEFTB LIN28 MYOD1
POUSF1 PTF1A REST SEMA3A SFRP2 SOX2
ACTC BRIX CD9 CDX2 COL1A1 COL2A1
FOXA2 GABRB3 GAPD GATA6 GCG GDF3
KIT LAMA1 LAMC1 LIFR MYF5 Nanog
PTEN RAF1 RUNX2 SERPINA1 [SOX17 SST
COMMD3 [CTNNB1 DES EBAF EOMES FGF5
GFAP HBB HLXB9 IFITM1 IL6ST INS
NES NODAL NPPA NR6A1 PAX4 PECAM1
SYCP3 T TDGF1 TFCP2L1 UTF1 Xist
CRABP2 DDX4 DNMT3B EEF1A1 FGF4 FLT1
GRB7 HBZ IAPP IFITM2 IMP2 IPF1
INEUROD1 [NOG NR5A2 OLIG2 PAX6 PODXL
Syp TAT TERT TH WT1 ZFP42

En cada placa de ocho puertos se afiadieron una muestra de paciente y otra de
control, cada una de ellas por duplicado. Se utilizé el programa RQ Manager 1.2 para
obtener los valores crudos de Ct, aplicando una linea base automatica y el umbral
definido como automatico. Del andlisis de expresién de los 96 genes incluidos en la
placa se obtuvo expresidon positiva (Ct<32) de 24 genes identificados en células

pluripotentes (Figura 23).
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o

Contral 2

Control 1

Control 65

Control G

ACTB-Hs209009202_m1
IFITh-Ha00705137 _=1
BRIX-H=00217243_mA1

18 5-Hs29222201 _s1
IFITM2- He0D2204925_sH
CTHNNE1-Ha00170025_m1
SFRPZ-H=00223252_mA1
FECAR1-Ha00162777 _m1
SEMAZA-Ha00173210_m1
RUNZZ-Ha0D0Z31692_m1
DES-H=00157252_mA
MES-Hs00707120_s1
Hist-Hs01079224_m1
FHA-H=s00277509_m1
C0A-Ha00232521_mA
COL1A1-Ha00184004_mA1
COMME3-HsO0201350_m1
LA B1-H=001 52620 _m1
LAMCA-Hs00267056_m1
ILGS T-H=a00174360_m1
PRS- Ha00240371_m1
CNMT2B-Ha0017 1278 _m1
LAl A1 -H=00Z00550_m1

ACT Plus
“4z

ACTB

BRIX

CcD9

COL1A1

COMMD3

CTNNB1

GAPDH*

DES

DNMT3B

FN1

IFITM1

IFITM2

IL6ST

LAMA1

LAMB1

LAMC1

188

NES

PAX6

PECAM1

RUNX2

SEMA3A

SFRP2

XIST

27

28

25

28

27

29

24

32

29

19

25

30

28

30

28

25

26

32

31

32

31

31

32

32

Implicado en varios tipos de movilidad celular.
Necesario para la biogénesis de la subunidad 60S del ribosoma.
Participa en adhesion celular, movilidad y metastasis tumoral.

Colageno tipo | perteneciente al grupo d el coldgeno formador de fibras
(grupo I).
Regulador de la activacién de NF-kappa-B

Implicado en la regulacidn de la adhesion celular.
Control enddgeno
Desmina:filamentos intermedios de clase Il de las células musculares.

ADN metil -transferasa, esencial para el establecimiento de de los
patrones de metilacion durante el desarrollo.

Participa en adhesion celular, movilidad, opsonizacion cicatrizacién y
mantenimiento de la forma celular.

Implicada en el control del crecimiento celular.
Inductor de la parada del ciclo celular y mediador de la apoptdsis.

Molécula transductora en procesos de sefializacion.

Media en procesos de anclaje, migracidn y organizacion de  las células
en tejidos durante el desarrollo embrionario a través de la interaccién
con otros componentes de la matriz extracelular.

Participa en el anclaje, migracion y organizacion de las células en tejidos
durante el desarrollo embrionario.

Media en procesos de anclaje, migracion y organizacién de las células
en tejidos durante el desarrollo embrionario a través de la interaccion
con otros componentes de la matriz extracelular.

ARN ribosémico 18S

Implicado en el desarrollo del cerebro y del ojo.

Factor de transcripcion que desempefia un papel importante en el
desarrollo del ojo, nariz, sistema nervioso central y pancreas.
Implicado en la migracion celular (concretamente, en la migracion
transendotelial de los leucocitos).

Factor de transcripcion implicado en la diferenciacion de los
osteoblastos y morfogénesis esquelética.

Ligando que guia a los conos de crecimiento a través de un mecanismo

de inhibicién de la motilidad.

Regulador del crecimiento celular y de la diferenciacion en tipos
celulares expecificos.
Participa en el silenciamiento transcripcional de uno de los cromosomas

X.

Figura 23: Genes identificados en células pluripotentes que presentaban expresidn positiva (ACt< 32)

en los precursores del

SNE. El HeatMap se generd utilizando el software DataAssist ™ (Life

Technologies) y representa los niveles de expresién de ADNc de 24 genes que se expresaban en cultivos

de NLBs en controles. Los genes fueron agrupados jerarquicamente usando promedio de vinculacién

con coeficiente de correlacién de Pearson. La escala de colores a la derecha representa el ACt. El color

verde indica genes con relativa disminucién de la expresion, mientras que el rojo indica los genes con

una mayor expresion relativa.
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De ellos, se obtuvieron diferencias de expresion estadisticamente significativas,
con el 95% de confianza y variacidén en la expresion de las muestras con respecto a los
controles de 2 veces o superior (tasa de cambio=2), en siete genes (valor de p <0, 05)

(Figura 24).

Heat Map (Study: Stem cells)
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Figura 24: Genes que presentaron niveles de expresion diferencial entre NLBs de pacientes frente a
NLBs de controles. El HeatMap se generd utilizando el software DataAssist ™ (Life Technologies) y
representa los niveles de expresion de ADNc de 7 genes con un perfil de expresion diferencial (p value <
0,05). Los genes fueron agrupados jerarquicamente usando promedio de vinculacion con coeficiente de
correlacion de Pearson. La escala de colores representa el ACt. El color verde indica genes con relativa
disminucién de la expresidén, mientras que el rojo indica los genes con una mayor expresion relativa.

Se obtuvieron niveles de expresién anormalmente reducidos en pacientes con
respecto a controles para cuatro genes presentes en células pluripotentes (DNMT3B,
FN1, LAMC1, PAX6) y niveles de expresidon anormalmente elevados en otros tres genes
(NESTINA, PECAM, SEMA3A).

Dado los resultados anteriormente mencionados, se decidié centrar el estudio
en el gen DNMT3B, atendiendo a las diferencias de expresién entre pacientes y

controles y a la importante funcion que desarrolla dicho gen durante el desarrollo.

84 - MV. Enguix-Riego



Resultados

DNMT3B presentd un ACt de 36.8 en pacientesy 29 en controles, lo que se traduce en
una reduccion de 3.6 veces en los niveles de expresion transcripcional de los
precursores entéricos de pacientes versus controles (valor de p = 0.0006).

Se ha descrito que la expresion de DNMT3B tiene lugar en el desarrollo durante
una estrecha ventana de tiempo. Con el fin de comprobar este hecho, se repitid el
mismo estudio de expresion utilizando muestras de ADNc obtenidas de tejido
intestinal de los mismos pacientes y controles en los cuales se habia realizado el
estudio de expresion previo. Como resultado se encontré que efectivamente los
patrones de expresion de DNMT3B se perdian, con unos ACt de 38,5 y 40 para
controles y pacientes respectivamente, lo que refleja que no existia expresion positiva

de este gen en tejido (Figura 25).

Heat Map (Study: Tissue)
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Figura 25: Estudio de expresion en tejido de los genes que presentaron niveles de expresion
diferencial entre NLBs de pacientes frente a NLBs de controles. El HeatMap se generd utilizando el
software DataAssist ™ (Life Technologies) y representa los niveles de expresion de ADNc de 7 genes con
especial atencién a los niveles de expresién de DNMT3B en muestras de tejido. Los genes fueron
agrupados jerdrquicamente usando promedio de vinculacidn con coeficiente de correlacién de Pearson.
La escala de colores representa el ACt. El color verde indica genes con relativa disminucion de la
expresion, mientras que el rojo indica los genes con una mayor expresion relativa.
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4.2.2 Expresion de la proteina DNMT3B en muestras de precursores neurales
de SNE de pacientes HSCR versus controles.
Con el objetivo de caracterizar mejor la bajada de expresion observada en los

cultivos de precursores entéricos procedentes de pacientes HSCR, se decidid estudiar
la expresién y distribucién de DNMT3B a nivel celular mediante inmunocitoquimica.
DNMT3B se localizaba principalmente en el nucleo celular como se observa en
la imagen (Figura 26), y en particular, el nUmero de células DNMT3B positivas en los
cultivos de precursores entéricos de pacientes HSCR fue significativamente menor que
en controles, representando una bajada del 72%, hallazgo que corrobora el descenso

en los niveles de expresidn obtenidos previamente en el estudio de expresion.
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Figura 26: Imagenes de microscopio confocal de inmunocitoquimica sobre NLBs flotantes de paciente
HSCR y control. Se analizd6 mediante inmunocitoquimica el nimero de células positivas para la expresion
de DNMT3B (en rojo), co-tincién del ndcleo con DAPI (azul). Barra de calibracién 25um
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4.2.3 Analisis de los niveles de metilacion en precursores entéricos de
pacientes HSCR versus controles.

En relacidon con los resultados obtenidos tanto en el estudio de expresiéon como
en la inmunocitoquimica sobre los niveles disminuidos de DNMT3B en pacientes, se
podria esperar que dicha disminucion se correlacionara con una disminucién en los
niveles de metilacion. Con el objetivo de comprobar posibles cambios en los niveles de
metilacion en genoma completo, se extrajo ADN de los cultivos de precursores
entéricos de pacientes y controles utilizados en el estudio de expresiéon descrito
anteriormente, anadiendo dos muestras mas de controles, y haciendo un total de seis
pacientes y seis controles. El estudio de metilacion global se basa en un test de ELISA
como se detalla en el apartado de Metodologia3.3.2.b.1. La tabla 28 contiene la
media de las medidas de absorbancia a 450nm obtenidas para pacientes y
controles tras realizar el ensayo por triplicado. El control positivo utilizado formaba
parte del Kit y servia como referencia de genoma metilado.

Una vez normalizados los valores, se obtuvo una hipometilacion global en
precursores entéricos de pacientes HSCR, presentando unos niveles de metilacién de
aproximadamente el 69% +/- 15 con respecto a los niveles de metilacién de los

precursores entéricos procedentes de controles (100%), con un p value= 0,04358865.

100 - —
90 -
o > 80 -
Control positivo Controles sanos Pacientes HSCR 70 -
0,746 0,2735 0,1528 60 -
0,742 0,26 0,215 50 -
0,871 0,44665 0,11765 A0 -
0,841 0,32165 0,11765 30
0,797 0,36515 0,25025 70 -
0,841 0,34035 0,21263 10 -
0

Control HSCR

Tabla 28: Cantidad de citocinas metiladas en las muestra de pacientes y controles; Figura 27:
Representacion de los niveles de metilacion global en precursores entéricos de pacientes y controles,
considerando 100% para controles
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4.2.4 Rastreo mutacional de la secuencia codificante de DNMT3B en la
cohorte HSCR

Con el fin de evaluar la implicacion de DNMT3B en la aparicién de Ia
enfermedad de HSCR mediante otros posibles mecanismos, se realizé el rastreo
mutacional en 168 pacientes HSCR esporadicos (106 hombres/62 mujeres) y 2
pacientes HSCR familiares (hombres), pertenecientes a la misma familia. De ellos, 134
presentaban fenotipo de segmento corto (S-HSCR), 29 pacientes presentaban fenotipo
de segmento largo (L-HSCR) y 7 de ellos la forma mds severa, aganglionosis total
colénica.

Mediante secuenciacion directa se analizé la region codificante completa, las
uniones intrén-exén y las regiones intronicas flanqueantes de dicho gen. El rastreo
reveld la presencia de diversas variantes de secuencia que habian sido previamente
descritas y que incluian sustituciones sindnimas o bien se localizaban en regiones no
codificantes del gen. No se encontraron evidencias de que ninguna de las variantes
sinébnimas o localizadas en la regidon no codificante produjeran alteraciones en los
procesos de transcripcién, maduracion o traduccidon, al someterlas a distintas
herramientas bioinformaticas (Tabla 1, Anexo). Ademas, también se identificaron
5 variantes de secuencia en heterocigosis presumiblemente patogénicas (Tabla
29). Aunque se trataba de variantes previamente descritas en las bases de
datos, no estaban asociadas a ninguna patologia y debido a su bajo MAF (minor allele
frequency), se decidié analizar la presencia de las mismas en un grupo de 150
controles sanos y proceder al estudio de la patogenicidad potencial de las mismas

realizando estudios in silico con las herramientas bioinformaticas Polyphen y SIFT.

Tabla 29: Variantes de secuencia detectadas en el rastreo mutacional del gen DNMT3B con

un posible papel en la aparicién del fenotipo HSCR.

Sustitucion Sustitucion
Exon Herencia Referencia MAF
Nucleotidica Aminoacidica
3 c.73 G>A Gly25Arg De novo rs151128145 A=0.001/1
3 c.124C>T Argd2Cys De novo rs150200553 T=0.001/3
7 c.568C>T Argl90Cys Materna rs140395707 NA
7 c.592G>T Gly198Trp De novo rs61758433 T=0.001/2
12 c.1150G>A Ala384Thr Paterna rs150682895 A=0.006/14
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La ubicacion de las variantes en los dominios funcionales de la proteina se

puede observar en la Figura 28.

c.124C>T c.592G>T

c.73G>A|  c.568C>T c.1150G=>A

123 45 67 8 9101129415 16171819 20 2122
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Gly25Arg  Arg190Cys

Arg42Cys |Gly198Trp Ala384Thr
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el complejo
PRC2/EED-EZH2

Figura 28: Representacion esquematica del gen y la proteina DNMT3B. Se detalla tanto la posicién a
nivel gendmico como la ubicacién dentro del dominio proteico funcional correspondiente, de las
variantes encontradas en el estudio

Las variantes p.Gly25Arg (c.73G>A), p.Argl90Cys (c.568C>T) y p.Gly198Trp
(c.592G>T) fueron catalogadas como probablemente dafiinas para la proteina, segun
consideraciones fisicas y comparativas. Ademds, ninguna de estas variantes fue
detectada en los 150 controles analizados, lo que permite descartarlas como posibles
polimorfismos. Sin embargo, las variantes p. Argd2Cys y p. Ala384Thr fueron
catalogadas como posiblemente benignas y p. Ala384Thr se encontré con una
frecuencia del 2% en controles.

Las tres mutaciones posiblemente patogénicas se encontraban dentro del
dominio de interaccion con DNMT1 y DNMT3A, necesario para el establecimiento de

los correctos patrones de metilacién durante el desarrollo embrionario.
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La mutacién p.Gly25Arg se encontré en dos pacientes diferentes no
relacionados entre si, presentando ambos fenotipo de segmento largo (HSCR1 y
HSCR2). Cabe destacar que ambos pacientes portaban mutaciones en otros genes
relacionados con HSCR.

Especificamente, el primer caso, es un caso familiar en el que el paciente HSCR-
1 portaba ademas una mutacién en RET (p. Ser148del) heredada del padre sano.
Mientras que un familiar también afecto con fenotipo de segmento corto, portaba la
misma mutacién en RET heredada de su madre no afecta, y no portaba ninguna
mutacion en DNMT3B (Figura 29).

El segundo caso, HSCR-2, presentaba dos mutaciones en DNMT3B (p.Gly25Arg y
p.Gly198Trp). Se trata de una paciente con fenotipo de segmento largo que ademas de
las mutaciones en DNMT3B presentaba una mutacién en NTF3, heredada de la madre
no afecta. Al no disponer del ADN paterno, no se pudo comprobar si las mutaciones en
DNMT3B eran heredadas por via paterna.

Por ultimo, el tercer caso HSCR-3, se trata de un paciente también con fenotipo
de segmento largo que portaba la mutacion p.Argl190Cys, heredada de la madre no

afecta (Figura 30).

00 Oron O

RET (p. Ser148del)

o oo m?

RET {p. Ser148del)
DNMT3B (p.Gly25Arg)

RET [p. Serl4@del)

H O

RET (p. Ser14gdel)

Figura 29: Segregacion familiar de las variantes en heterocigosis halladas en el caso HSCR-1.
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HaCk=2 HSCR-3
NFT3 ( p.Glu76Arg) DNMT3B (p.Arg190Cys)
DNMT3B (p.Gly25Argy p.Gly198Trp) DNMT3B (p.Arg190Cys)

NFT3 (p.Glu76Arg)

Figura 30: Segregacion familiar de las variantes en heterocigosis halladas en los casos HSCR-2 y HSCR-
3.

DNMT3B: c.73 G>A-> Gly25Arg
P A GG GAAGACTCGATCCTCGTCAACRGGGCCTGCAGECGACTCAGSE

DNMT3B: ¢.568C>T->Arg190Cys
FCAGCAGTACCCCECTACGCCOCYGCLOCTAGC CCAGGACAGCC C AGCECA

DNMT3B: c.592G>T->Gly198Trp
CAGCAGEKEGGGGCATGGAGTTCCCCGCAGGTTGGAGTGTE C A

AW J

CAGCAGEGGGEGCATGGAGTCCEEGCAGGT GGAGKEC.A

Figura 31: Electroferogramas de los pacientes que portaban variaciones potencialmente patogénicas
en la secuencia codificante de DNMT3B
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4.2.5 Estudio de DNMT3B en Pez-cebra

Dado los hallazgos encontrados en humanos, se quiso estudiar si una bajada de
expresion de DNMT3B daba como consecuencia una pérdida o reduccion del numero
de neuronas entéricas, generando el Knockdown de dicho gen en pez cebra. El interés
en este modelo animal reside en que el pez cebra representa un modelo de vertebrado
ideal para el estudio del desarrollo embrionario ya que se desarrolla fuera del cuerpo
de la madre y ademas es transparente. Todas las etapas del desarrollo, incluida la
organogénesis, son claramente visibles en el embridn y al ser su desarrollo ex Utero los
embriones pueden cultivarse en una placa de cultivo, teniendo una elevada tasa de
fecundidad y obteniéndose alrededor de 100-150 huevos de cada pareja.

Gracias a la presencia de cresta neural, el intestino del pez cebra, aun siendo
mas simple, se asemeja estrechamente al de los mamiferos lo que hace que sea un
modelo comparativo adecuado para trastornos relacionados con el desarrollo del SNE
y por tanto para la enfermedad de HSCR.

Para realizar el knockdown de DNMT3B en pez cebra, se seleccion6 Dnmt4
como gen dentro del genoma de estos animales que presenta un mayor porcentaje de
homologia con el gen de interés en humano, segun las bases de datos HomoloGene

(www.ncbi.nlm.nih.gov/homologene) y Ensembl (www.ensembl.org).

4.2.5.a Microinyeccion de morfolino frente a Dnmt4 en la linea
transgénica de pez cebra Tg(-8.3bphox2b:Kaede).

Se llevaron a cabo microinyecciones del morfolino disefiado frente a Dnmt4
utilizando concentraciones de 0,5, 1, 1,5, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8ng/nl, directamente en el
saco embrionario de huevos en estadio de entre 1-4 células procedentes de la linea
transgénica Tg(-8.3bphox2b:Kaede). A partir de 4ng/nl la cantidad de morfolino
inyectado resulto ser letal, presentando un porcentaje de supervivencia menor al 10%.

Se microinyecté ademas un control especifico de Mo disefiado frente a Dnmt4
qgue presentaba un desapareamiento de cinco bases. Este tipo de Mo se utiliza con el
fin de comprobar la especificidad del Mo disefiado frente a la secuencia diana dentro

del gen en estudio, y que el Mo como tal no es el causante del fenotipo.
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Se microinyectaron dosis elevadas del control Mo (6 y 8ng/nl), y en ninguno de
los casos se encontrd fenotipo (Figura 33). A partir de ARNm obtenido de estos peces
se amplific6 mediante RT-PCR la zona que englobaba exones 2, 3 y 4 de
Dnmt4 (fragmento de 447 pb) para comprobar que no se habia producido la delecién
del exoén 3 tras la inyeccion del Control-Mo frente a la zona de splicing entre el intrén y
el exdn 3 de la secuencia del gen. Tras la amplificacién se realizd la electroforesis
en gel de agarosa al 2% con el objetivo de comprobar si se producia el bloqueo en
la zona de splicing y por tanto la pérdida del exdn 3 (Figura 32, Tabla 30).

Del mismo modo se realizd la RT-PCR en ADNc de aquellos peces
microinyectados con diferentes concentraciones de Mo frente a Dnmt4 tras 48h
postfertilizacién. En este caso, se observd que existian problemas en el proceso de
splicing a partir de la inyeccion de 1ng/nl de Mo, apareciendo una banda adicional que
correspondia al producto en caso de proceso de splicing aberrante debido a la accién
de Mo en la regién donde se produce la pérdida del exén 3 de Dnmt4 (Figura 34).

Se cuantificéd el porcentaje de supervivencia de las larvas tras 24h y 5 dias
postfertilizacién. En el estadio larvario de 5 dias el intestino se encuentra totalmente
colonizado por los precursores entéricos, y es en este momento cuando se realiza la
observacion y conteo del nimero de células presente a lo largo del intestino mediante

microscopio de fluorescencia (Figura 35).

447pb |

Figura 32: Amplificacion mediante RT-PCR del fragmento que comprende los exones 2, 3 y 4 de
Dnmt4. La electroforesis en gel indica que el tamafio de la banda observada corresponde al tamaiio del
fragmento esperado tras inyectar los controles Mo a concentraciones de 6 y 8 ng/nl

Tabla 30: Porcentaje supervivencia tras la microinyeccion. La supervivencia de estos embriones estaba
por encima del 50% después de 24h y 5 dias postfertilizacidn.
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Control Mo 6ng Control Mo 8ng CNM

Figura 33: Imagen de microscopia de fluorescencia de las larvas inyectadas con concentraciones de Mo
control de 6 y 8ng/nl y control no microinyectado (CNM) tras 5 dias postfertilizacion. Primera fila de
imagenes (20x) en la cual se puede comprobar que las larvas presentaban un fenotipo normal tras la
microinyeccidn. En la segunda fila (63x) con filtro de fluorescencia GFP para visualizar las neuronas
Phox2b marcadas. Tercera fila de imagenes (63x) en la que se puede comprobar que la formacion del
intestino es normal, asi como la apertura anal.

El nimero de células Phox2b positivas presentes en el intestino tras 5 dias
postfertilizacion, resultd ser normal en aquellos casos en que se inyecté el Control-Mo,

en comparacion con aquellos embriones que no habian sido microinyectados.

Figura 34: Amplificacion mediante RT-PCR del fragmento que comprende los exones 2, 3 y 4 de

Dnmt4. La electroforesis en gel indica que existe splicing aberrante a partir de la inyeccién de 1ng/nl de
Mo frente a Dnmt4.
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20x 63x 63x -GFP

2ng/nl p53 Mo

0.5ng/nl Dnmt4 Mo

1ng/nl Dnmt4 Mo

1.5ng/nl Dnmt4 Mo

2ng/nl Dnmt4 Mo

3ng/nl Dnmt4 Mo

4ng/nl Dnmt4 Mo

Figura 35: Imagenes de microscopia de fluorescencia de los fenotipos encontrados a diferentes
concentraciones de Mo frente a Dnmt4. Como control se utilizaron aquellos embriones que habian sido
Unicamente microinyectados con 2ng/nl de Mo frente a p53. Columna de la izquierda imagen sin filtro
aumento 20x, columna central imagen sin filtro aumento 63x, columna de la derecha imagen con filtro
GFP (verde) aumento 63x.
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Tras la co-inyeccién del Mo frente a p53 junto con el Mo frente a Dnmt4 se
obtuvo un porcentaje de supervivencia por encima del 50% (Tabla 31) con las
concentraciones de Dnmt4 Mo: 0.5; 1; 1.5; 2; 3 y 4 ng/nl. Concentraciones superiores
se consideraron letales al obtener porcentajes de supervivencia menores y por tanto

no se contemplaron en el estudio fenotipico (Tabla 32).

Tabla 31: Porcentaje de supervivencia de los embriones microinyectados con las distintas
concentraciones de Mo frente a Dnmt4

0,5 40 87,5 87,5

1 40 87,5 87,5
15 41 78,05 78,05

2 40 75 75

3 40 57,5 57,5

4 40 52,5 52,5

Tabla 32: Fenotipo resultante tras la microinyeccién de las diferentes concentraciones de Mo frente a
Dnmt4.

n;':! = et = = il = L

1 - - - = o . -
15 100%  35,29% 50% . :
2 100% 100% 80% 50%  68.65% 68.75% 43.75%
3 100% 100% 100%  72%  66.6% 62.5%  50%
4 100% 100% 100%  100%  70.2% 75.7%  70%
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4.2.5.b Estudio de la bajada de expresion mediante PCR cuantitativa
tras la microinyeccion con Mo frente a Dnmt4.
Para la cuantificacién relativa de los cambios en los niveles de expresién a las

distintas concentraciones que se inyectaron de Mo frente a Dnmt4 y comprobar su
efectividad, se realizé PCR cuantitativa a tiempo real.

Para la extraccion de ARNm se utilizd un nimero de aproximadamente 30
larvas que habian sido previamente inyectadas con las diferentes concentraciones del
Mo y que fueron congeladas a -809C para detener su crecimiento a las 48h post-
fertilizacion. Para la normalizacidon de la expresion de Dnmt4 se eligi6 como control
enddgeno B-Actina2 y se utilizd como método de cuantificacién el ACt.

Asimismo, se testaron también los niveles de expresion de otros genes Dnmts
(Dnmt3, Dnmt5 y Dnmt7) presentes en el genoma del pez-cebra, que presentan unos
patrones de expresion y funcion similares a DNMT3B en mamifero. El objetivo era
discernir si el fenotipo observado se debia Unicamente a la bajada de expresién de
Dnmt4 o a un efecto cruzado sobre el resto de Dnmts posiblemente debido a la no
especificidad del Mo.

Como resultado se obtuvo bajada de la expresion de Dnmt4 a partir de una
concentracion de Mo de 1ng/nl (Figura 36). Con una concentracion de 4ng/nl se

obtuvo la mayor bajada de expresion de Dnmt4 siendo ésta de un 78%.

100 A
90 -
80 -
70 -
60 -
50 1 g7 100

40 A % de expresion

30 A 61 55

32
10 - 22

0,5 1 1,5 2 3 4 WT
[Dnmt4 Mo] ng/nl

Figura 36: Porcentaje de expresion de Dnmt4 tras la microinyeccion de las diferentes concentraciones
de Mo
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En cuanto a los niveles de expresidn del resto de Dnmts utilizando el Mo frente
a Dnmt4, se obtuvieron niveles alterados en la expresion de Dnmt3 y Dnmt7 a partir de
2ng/nl de Mo, mientras que Dnmt5 no presentd ningun tipo de alteracion en sus

niveles de expresion (Figura 37).
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Figura 37: Porcentaje de expresion de Dnmt3 y Dnmt7 tras la microinyeccion a diferentes
concentraciones de Mo frente a Dnmt4

Tras este hallazgo no se podria concluir que el fenotipo observado a
concentraciones mayores de 1,5 ng/nl sea debido Unicamente a la bajada de expresion
de Dnmt4. No existe una secuencia homdloga al Mo disefiado en ninguna de las
secuencias nucleotidicas de ambos genes, sin embargo su expresién se ve afectada, lo
cual hace sospechar que sea debido a un efecto inespecifico del Mo. Es por ello que a
partir de aqui solo se consideraran las concentraciones 1y 1,5 ng/nl para posteriores

experimentos.
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4.2.5.c Cuantificacion del numero de neuronas Phox2b positivas
presentes en el intestino.
La linea transgénica Tg(-8.3bphox2b:Kaede) es una poderosa herramienta para

el estudio del desarrollo del SNE, permitiendo observar in vivo el desarrollo del mismo,
asi como contabilizar directamente el nimero de células Phox2b que han sido
etiquetadas de forma selectiva. Tras la microinyeccién, a simple vista, parecia
observarse una disminucién en el nimero de células en la porcidn final del intestino de
las larvas microinyectadas con 1y 1.5 ng/nl del Mo frente a Dnmt4, en comparacion
con los controles que habian sido microinyectados Unicamente con el Mo frente a p53.
Sin embargo, esta disminucidn no resulté ser estadisticamente significativa cuando se

realizé el conteo de células mediante el software FlJI (Figura 38).
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Figura 38: Numero de células Phox2b positivas. Nimero de células Phox2b positivas en la porcién
comprendida entre el ano y el tercer somita en aquellos peces microinyectados con 1y 1,5 ng/nl de Mo
frente a Dnmt4.
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4.2.5.d Inmunohistoquimica en intestino de Pez-Cebra.

En la linea transgénica de pez-cebra utilizada en este trabajo, se encuentran
marcadas todas aquellas células que expresen Phox2b, factor de transcripcién que se
expresa tanto en precursores de neuronas entéricas como en neuronas en estadios
de diferenciacion tempranos.

Debido al papel que juega DNMT3B durante la neurogénesis, se decidid
estudiar mediante inmunohistoquimica en peces no transgénicos, el numero de
neuronas presentes en el intestino durante la colonizacién (3 dias postfertilizacién) y
posteriormente a la colonizacién total del intestino (6 dias postfertilizacion) por parte
de los precursores entéricos. Para ello se utilizd un anticuerpo especifico frente a
proteinas neuronales, que reconocia los miembros de la familia ELAV: HuC, 2 HuD 1y
HEL- N1,3.

La inmunohistoquimica se realizd en 6 larvas que habian sido microinyectadas
con 1,5ng del Mo frente a Dnmt4 (Figura 39). Tras analizar el nimero de células
marcadas con el programa de andlisis FlJI, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en el nUimero de neuronas marcadas en ninguno de los

estadios del desarrollo.

Dnmt4 Mo CONTROL

3dpf

6dpf

Figura 39: Imagenes de microscopia de fluorescencia de la inmunohistoquimica realizada en larvas de
pez-cebra tras 3 y 6 dias postfertilizacion frente a anticuerpo especifico HuC/HuD.
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4.3 Implicacion del gen PAX6 en la patogénesis de la enfermedad de Hirschsprung

4.3.1 Analisis de la expresion diferencial de factores de transcripcion en
precursores neurales de SNE de pacientes HSCR versus controles.
El complejo desarrollo del Sistema nervioso entérico esta finamente regulado

por una serie de moléculas de sefializacion y factores de transcripcion que confieren
distintas caracteristicas a la célula en cada momento del desarrollo. Fallos en este tipo
de eventos regulatorios pueden tener consecuencias drdsticas en el curso normal de
los procesos celulares siendo determinantes en el establecimiento de los correctos
patrones de proliferacion, migracion y diferenciaciéon celular y por tanto en la aparicidon
de HSCR. Es por ello que se decidio evaluar el perfil de expresion de 47 factores de
transcripcion que habian sido previamente descritos por su papel durante el desarrollo
embrionario, principalmente en procesos de proliferacion y diferenciacion celular.

Para dicho estudio se utilizd ADNc extraido de cultivos de precursores entéricos
de seis pacientes HSCR y seis controles y se realizd el analisis mediante PCR
cuantitativa de la misma forma que en el apartado de Resultados4.2.1, utilizando en
este caso la placa TLDA “TagMan® Human Transcriptional Regulatory Network in
Embryonic Stem Cell Array Plate”. Como control enddgeno se utilizd6 GAPDH. En cada
placa de ocho puertos se afadié un paciente y un control por cuadruplicado. Los genes
contenidos en la placa se describen en la (Tabla 2, Anexo).

Del analisis de expresién de los 47 genes incluidos en la placa se obtuvo expresidn

positiva (Ct<32) para 14 factores de transcripcién (Figura 40, Tabla 33).
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Figura 40:Factores de transcripcion que presentaron expresion positiva en NLBs de controles
frente a NLBs de pacientes. El HeatMap se generd utilizando el software DataAssist ™ (Life
Technologies) y representa los niveles de expresion de ADNc de 14 genes con expresion positiva. Los
genes fueron agrupados jerarquicamente usando promedio de vinculacidn con coeficiente de
correlacion de Pearson. La escala de colores a la derecha representa el ACt. El color azul indica genes
con relativa disminucidn de la expresion, mientras que el rojo indica los genes con una mayor expresion

relativa.

Tabla 33: Factores de transcripcion que presentaron expresion positiva en NLBs de pacientes y
controles junto con el Ct de amplificacién en controles y su funcidon (www.genecards.org)

Gen Ct Funcién
CDYL 29 Implicado en la acetilacién de histonas y supresion génica.
FOXC 30 Desempefia unimportante papel durante el desarrollo embrionario y ocular.
Este gen codifica para una hidrolasa que degrada glicosaminoglicanos ,
GUSB 26 incluyendo el sulfato de heparan, sulfato de dermatdn, y la condroitina -4,6-
sulfato
La proteina codificada por este gen es una transferasa que juega un papel
HPRT1 27 central en la generacidon de nucledtidos de purina a través de la via de
recuperacion de purina.
ETES 31 La proteina codificada por este gen es una proteina de unién a ADN que funciona
como un represor transcripcional
31 Este gene codifica para una de las proteinas con dominio “homeobox”, crucial en
i 2l el correcto desarrollo embrionario.
Factor de transcripcion con una importante funcidn en el desarrollo del Sistema
PAX6 30 . . X
Nervioso Central, ojo y pancreas.
RIF1 30 Proteina implicada en la reparacién del ADN.
SET 25 La proteina codificada por este gen inhibe la acetilacién de los nucleosomas,
especialmente la histona H4, dando lugar a silenciamiento transcripcional.
SKIL 30 Proteina que regula el crecimiento celular y la diferenciacion a través de factor

de crecimiento transformante beta (TGFB).

La proteina codificada por este gen juega un papel critico en la restauracién de la
SMARCAD1 30 organizacidn de la heterocromatinay la propagacién de los patrones

epigenéticos.

Los miembros de la familia STAT son fosforilados por las quinasas asociadas a

STAT3 28 receptoresy, a continuacion, se translocan al nucleo celular donde actdan como

activadores de la transcripcién.
Estos factores de transcripcion se activan por la beta catenina, y se antagoniza
por la via de sefializacion del factor de crecimiento transformante beta.
Mediador del control de la transcripcion, esta proteina se localiza en cuerpos
nucleares y se cree que se asocia con la cromatina.
31 Regulador de la miogénesis y la diferenciacion neuronal.

TCF7L1 31

TRIM24 31

ZFHX3

Cuatro de ellos presentaron patrones de expresion que resultaron ser

estadisticamente significativos, considerando la variacion en la expresion de las
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muestras de los pacientes con respecto a los controles 2 veces o superior (tasa de

cambio=2) con un valor de confianza del 97% y un p value <0, 05 (Tabla 34).

Gen Expresion P value
CDYL Superior 0.02
MEIS1 Superior 0.008
STAT3 Superior 0.006
PAX6 Inferior 0.0006

Tabla 34:Factores de transcripcion que presentaron unos niveles de expresion estadisticamente
significativos entre NLBs de pacientes y controles.

Estos resultados confirman la bajada de expresion de PAX6 que se habia
obtenido previamente en el estudio de expresiéon descrito en el apartado de
Resultados 4.2.1. Los niveles de expresion de PAX6 en pacientes presentaban una
reduccién de 4,76 veces.

Tras el estudio de expresién de factores de transcripcidon en NLBs, se realizé el
mismo estudio en tejido. Para ello se utilizaron muestras de colon de los mismos
pacientes y controles empleados en el ensayo anterior.

De los 47 genes contenidos en la placa, presentaron expresiéon positiva 13 de
ellos, pero ninguno mostroé diferencias estadisticamente significativas entre pacientes
y controles (Figura 41). PAX6 no se encontraba entre los genes que se expresaban en
muestras de colon, resultado que apoya una vez mas la importancia y utilidad de
estudios en cultivos de precursores neurales de SNE en enfermedades cuya

etiopatogenia reside en cambios en mecanismos que se producen en el desarrollo.
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4.3.2 Expresion de la proteina PAX6 en muestras de precursores neurales de
SNE de pacientes HSCR versus controles.
Mediante inmunocitoquimica, se estudid la presencia y distribucion de la

proteina PAX6 en los precursores entéricos procedentes de pacientes HSCR y controles
con el propdsito de dilucidar si la bajada de expresidn obtenida se encontraba también
a nivel proteico.

Se realiz6 una co-tincion con PAX6 y NESTINA. La expresion de PAX6 se localiza
principalmente en el nucleo, y la reduccién del numero de células PAX6 positivas en
HSCR fue significativamente acusada, representando una bajada del 64% con respecto

a los controles (Figura 42).

Control HSCR1 HSCR2

Figura 42: Expresion de PAX6 en NLBs de pacientes HSCR y control. Imagenes de microscopio confocal
de la expresidn de la proteina PAX6 en precursores entéricos derivados de controles (A, D, G, J) y
pacientes HSCR (B, C, E, F, H, I, K, L). La tincion para PAX6 es verde, para NESTINA roja y el nucleo de las
células fue tefiido con DAPI en azul. Escala = 25 pM.

104 - MV. Enguix-Riego



Resultados

4.3.3 Estudio de expresion de las dos isoformas mayoritarias de PAX6
Existen dos isoformas mayoritarias de PAX6 descritas en modelos animales, son

PAX6 o isoforma candnica y PAX6 (5a) debido al exén 5a adicional que posee.

La importancia de la expresion de dichas isoformas radica en que presentan
diferentes propiedades de unién al ADN, por ello podrian regular diferentes
conjuntos/grupos de genes. Los estudios plantean la posibilidad de que cambios
durante el desarrollo en las concentraciones relativas de estas dos isoformas y
concretamente durante la neurogénesis, resultarian en cambios en las funciones de los
genes directamente regulados.

Para el estudio de la expresidon de las isoformas mayoritarias de PAX6 mediante
PCR cuantitativa, se utiliz6 ADNc procedente de cuatro pacientes HSCR y cuatro
controles. En cada experimento se realizé un triplicado de cada muestra, como
aparece en la grafica (Figura 43) y se utilizd como control endégeno B-ACTINA. Asi

mismo el ensayo se hizo por triplicado.

Delta Rn vs Cycle
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Figura 43: Representacion de la expresion de las dos isoformas mayoritarias de PAX6 tras el estudio
de expresion con SYBR, basado en el numero de ciclos de amplificacion o Ct. El control analizado
presentaba un Ct menor tanto en la isoforma candnica (negro) como en la isoforma PAX6(5a) (rosa) lo
que corresponde con una mayor expresién, mientras que el paciente presentaba unos Ct mas elevados
también en ambos casos lo que supone unos niveles de expresion menores.
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No se detectaron cambios significativos en los niveles de expresion relativa
entre isoformas. Los datos de amplificacion representados en forma de Ct fueron
similares entre isoformas. En el grupo de los pacientes la media de Ct para la isoforma
canodnica fue 32,7 y para PAX6(5a) fue 33,16. En el grupo de controles, la media de Ct
en la isoforma candnica fue 23 y 22 para PAX6(5a) (Figura 44). La fraccién
PAX6/PAX6(5a) en pacientes y controles tras la normalizacion fue 1,0175 y 1,09

respectivamente.

3 1 PAX6(5a)

M raxs
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Controles-NLBs HSCR-NLBs

Figura 44: Representacion de la media de Ct de ambas isoformas de PAX6 en los grupos de pacientes
HSCR y controles. Media del Ct de amplificacion de las dos isoformas mayoritarias de PAX6 observada
en NLBs de pacientes HSCR y controles, que demuestra unos mayores niveles de expresion (Ct mas bajo)
en el caso de los controles, pero no se hallaron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a

los niveles de expresién entre ambas isoformas.

Es de interés mencionar que en este nuevo estudio se confirma la bajada de
expresion de PAX6 en pacientes frente a controles, como ya se habia obtenido
previamente en el apartado Resultados 4.3.1. El hecho de que exista un balance
relativo entre isoformas no parece necesario para el desarrollo de los precursores

entéricos como se habia demostrado en otros tejidos.
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4.3.4 Rastreo mutacional de la secuencia codificante del factor de
transcripcion PAX6 y andlisis del SRT (AC)m(AG)n localizado en el promotor P1.
Con el fin de evaluar la implicacion de PAX6 en la aparicion de la enfermedad

de HSCR, se realizé el rastreo mutacional en un total de 196 pacientes HSCR
esporadicos (124 hombres/72 mujeres). De ellos, 158 presentaban fenotipo de
segmento corto (S-HSCR), 31 pacientes presentaban fenotipo de segmento largo (L-
HSCR) y 7 de ellos la forma mds severa, aganglionosis total coldnica.

El rastreo mutacional se realiz6 mediante secuenciacion directa. Se analizd la
region codificante completa, las uniones intron-exon y las regiones intrdnicas
flanqueantes de PAX6 (NM-001127612).

Como resultado del rastreo, se encontraron dos variantes sindnimas (Val320Val
y GIn291GIn) y once variaciones intronicas. No se encontraron evidencias de que
ninguna de las variantes sindnimas o localizadas en la regidon no codificante produjera
alteraciones en los procesos de transcripcidon, maduracién o traduccién, al someterlas
a distintas herramientas bioinformaticas (Tabla 3, Anexo). Dada la ausencia de
variantes patogénicas en la cohorte de pacientes, se descarta por lo tanto, la presencia
de mutaciones deletéreas en este gen como uno de los mecanismos que conduce a la
aparicion de HSCR.

Por otro lado, se realizé la genotipacién de las secuencia repetitiva (AC)m(AG)n
localizada aproximadamente 1 kb aguas arriba del sitio de inicio de la transcripcién y

que se encuentra asociada con el promotor P1 de PAX6 (Figura 45).

(AC)M(AG)n

2 34 55a6 7 8 910 1112
Figura 45: Representacion esquemadtica del gen PAX6 y posicion de la secuencia repetitiva

(AC)m(AG)n en azul los diferentes exones que se transcriben, en gris aquellos exones que no se
transcriben y en naranja el exén adicional de la isoforma PAX6(5a)
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El andlisis de la distribucidn alélica para (AC)m(AG)n reveld la presencia de 13
alelos diferentes en pacientes HSCR que van desde 23 hasta 35 repeticiones, y 10
alelos diferentes en el caso de los controles, que van desde 24 a 33 repeticiones. En
general, la distribucidn alélica resulté estadisticamente significativa entre pacientes
HSCR y controles (x2 = 21,00, p = 0,0072). El alelo mas comun para ambos grupos fue el
de 26 repeticiones, aunque su frecuencia fue 11,8 % menor en pacientes HSCR (44,9 %

HSCR, frente a 56,7 % controles)(Figura 46).
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Figura 46: Distribucion alélica del nimero de repeticiones dentro de la secuencia (AC)m(AG).

Adicionalmente, el analisis de distribucion de cada alelo especifico fue
significativo, mostrando una escasa representacién del alelo de 26 repeticiones (x2 =
8,98, p = 0,0027) y la sobre-representacion del alelo de 29 repeticiones (x2=10.23, p =
0,0014) en el grupo de pacientes HSCR. Estos resultados permiten establecer como
punto de corte el alelo equivalente a 26 repeticiones. Los alelos con 26 o menor
numero de repeticiones representaron el 52,29 % de los pacientes y el 63,76 % de los
controles. Aquellos alelos con mas de 26 repeticiones, representaron el 47,71 % de los
pacientes y el 36,24 % de los controles (x2 = 8,63, p = 0,0033). Estos resultados
muestran una sobre-representacion en el grupo de pacientes, de individuos que
portan al menos un alelo o ambos con mas de 26 repeticiones (73,47 %) siendo

relativamente menor en el caso de los controles (57,05 %)(Figura 47).
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Figura 47: Distribucion de alelos de PAX6 con >26 y <26 repeticiones dentro de la region del promotor
P1 (AC)m(AG)n, en pacientes HSCR frente a controles.

El andlisis de distribucion genotipica entre ambos grupos dio como resultado
gue un mayor numero de individuos dentro del grupo de controles eran homocigotos
portando ambos alelos con un nimero <26 repeticiones frente al grupo de pacientes
(HSCR: 26,53 %, controles: 42,95 %). En el caso de individuos heterocigotos con alelos
con un numero <26 repeticiones, seguia habiendo diferencias entre ambos grupos
muestrales (HSCR: 51.53 %, controles: 41.61 %), asi como en el caso de individuos
homocigotos que portaban alelos con >26 repeticiones (HSCR: 21,94 %, controles:
15,44 %) (x2= 10.42, p = 0,0055). Igualmente, la significacion estadistica se mantuvo
en el andlisis de la distribucién genotipica de los individuos heterocigotos y
homocigotos que portaban alelos con mas de 26 repeticiones (x2= 9,51, p = 0,0020)

(Figura 48).
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Figura 48: Distribucion de individuos que presentaban al menos un alelo con >26 repeticiones dentro
de la region (AC)m(AG)n del promotor P1 de PAX6. Se agruparon los individuos con al menos un alelo
con > 26 repeticiones.

Con el objetivo de profundizar mas en el posible impacto de la representacion
diferencial de la repeticién (AC)m(AG)n dentro del promotor P1 de PAX6, se utilizaron
diferentes herramientas bioinformaticas para el andlisis de posibles moléculas
reguladoras que tengan un sitio de unién en dicha repeticién.

Utilizando la herramienta bioinformatica TFSEARCH, se observé que tras
presentar diferentes combinaciones de los dinucledtidos (AC) y (AG) que daban lugar a
alelos de 29 o mads repeticiones, se producia la pérdida de la unién de la proteina
EP300 (E1A binding protein p300) a su sitio de unidén. Esta proteina presenta una
actividad Histona-acetiltransferasa encargada de regular el proceso de transcripcién a
través de la remodelacién de la cromatina, siendo esencial en los procesos de
proliferacion y diferenciacidn celular.

A continuacion se utilizé la herramienta bioinformatica GeneMANIA para el

analisis de interacciones entre PAX6 y p300. Las predicciones revelaron una interaccién
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fisica directa entre ambas proteinas y cuando se afiadié al analisis otras proteinas
previamente asociadas con la patologia, se encontrd relaciéon indirecta, entre otras,
con RET(Figura 49).

Co-expresién

Co-localizacién

Interaccién génica

Pathway
Interaccion Fisica

Predicho @

Comparten dominio proteico
EGRI] PAXIPT

Figura 49: Mapa de interaccion entre PAX6 y p300 obtenido mediante el uso de la herramienta on-line
GENEMANIA

4.3.5 Evaluaciéon de PAX6 como diana de p300.
Tras el hallazgo mediante herramientas bioinformaticas de la interaccién

directa que se establece entre PAX6 y p300, se decidid realizar un ensayo de
Inmunoprecipitacion de cromatina o ChIP en ADN extraido de cultivo de NLBs
utilizando anticuerpo especifico frente a p300. Tras realizar el ChIP, se amplific el
fragmento del promotor que contenia la secuencia repetitiva en estudio.

El ensayo se realizé a partir de ADN extraido de cultivo de precursores entéricos
de un control y un paciente que fueron genotipados para el nimero de repeticiones

existente dentro del tandem (AC)m(AG)n presente en el promotor de PAX6. El control
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portaba un alelo con 26 repeticiones y otro alelo con 27 repeticiones mientras que el
paciente portaba ambos alelos con 28 repeticiones. En el caso del paciente al
aumentar el niumero de repeticiones se producia una drdstica bajada en la unién de

p300 (Figura 50).

ChiP InPut

Control NLBs

HSCR NLBs

Figura 50: Inmunoprecipitacion de cromatina con anticuerpo especifico frente a p300. Amplificacidn
mediante PCR del fragmento de ADN inmunoprecipitado con anticuerpo frente a p300 (ChIP) y control
donde no se utilizdé anticuerpo (Input). En el paciente que presenta un nimero de 28 repeticiones se
produce una drastica bajada de la intensidad de la banda en el ChIP.

Mediante la herramienta bioinformdatica PROMO se identificaron dos
secuencias consenso predichas como sitios de unidn especificos para p300. Estas
secuencias se encuentran flanqueando la region repetitiva dentro del promotor de
PAX6 (Figura 51). La capacidad de p300 para interactuar con PAX6 podria verse
comprometida por la distancia entre sitios de unién. Un aumento en el nmero de
repeticiones podria influir en la conformacién de esa secuencia en particular,
modificando el acceso de la proteina a su sitio de unidén. Este hecho explicaria las
diferencias encontradas entre paciente y control en cuanto a la afinidad de union de

p300.

CACACACACACACACACACACACACACACACACAGAGAGAGAGA

A N A
p300 (AC)m(AG)n p300

Figura 51: Region de unidn de la proteina p300 a la region del promotor de PAX6 donde se encuentra
la secuencia repetitiva (AC)m(AG)n.
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4.3.6 Evaluacion de PAX6 como diana de la metiltransferasa DNMT3B.
Continuando con el estudio de posibles mecanismos que conlleven una

disminucion en la expresion de PAX6 en pacientes HSCR, y puesto que se obtuvieron
previamente unos patrones aberrantes de metilacidon global del genoma de pacientes,
se estudio la posibilidad de que PAX6 fuera una diana directa de la metiltransferasa de
novo DNMT3B, siendo la metilacion uno de los mecanismos epigenéticos mas
importantes implicados en la regulacién y el silenciamiento transcripcional.

Para ello se realizé un nuevo estudio de inmunoprecipitacién de cromatina.
Para este estudio, debido a las limitaciones de muestras humanas, se utilizaron NLBs
procedentes de cultivos de intestino de ratones postnatales CD1. Una vez purificado el
ADN inmunoprecipitado mediante anticuerpo especifico frente a Dnmt3b, se amplificé
dicho ADN con diferentes parejas de cebadores que habian sido disefiados a lo largo
del promotor y secuencia codificante de Pax6. Entre ellos, se encontraron dos
fragmentos en la muestra de ADN inmunoprecipitada, que tras posterior

comprobaciéon mediante secuenciacidn directa, correspondian a la secuencia de Pax6

(Figura 52).
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Figura 52: Inmunoprecipitacion de cromatina con anticuerpo especifico frente a Dnmt3b. Amplificacion
mediante PCR de diferentes fragmentos de ADN inmunoprecipitado con anticuerpo frente a Dnmt3b
(ChIP) y control donde no se utilizé anticuerpo (Input). Identificando dos regiones de la secuencia de
Pax6 donde se une Dnmt3b.
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En concreto, los fragmentos encontrados como sitios de unién de Dnmt3b,
corresponden a regiones que muestran un porcentaje de homologia entre humano y

raton del 59,75% para el fragmento 1 y del 85,18% para el fragmento 2, obtenidos

mediante el uso de la herramienta Clustal Omega.

Estos fragmentos se analizaron mediante la herramienta bioinformatica
Cpgplot, resultando ser regiones de elevado porcentaje en CG o Islas CpG, y por tanto

susceptibles de sufrir procesos de metilacidn, que se situaban dentro del promotor de

PAX6 en humanos (Figura 53).

Fragmento1

HOUBE &~ S s s e S i S S e S S e i St S S S S S S S i CCCGGTT
Human CCCTCTTTTCTTATCATTGACATTTARACTCTGGGGCAGGTCCTCGCGTAGRACGCGGLT
‘—:—';r;}
House CTCAGATCTGCTACTICCC === e mmmnmm e e mm e m——— CCCGAGAAGCGGCTTT
Human GTCAGATCTGCCACTTCCTTGATATTTAAATTTTGGGGTAGGTTCCTGCCGAGCGGLGET
EEXXXLEREEY RXETREETR Ty *_ _**t*** *
House GAGAAGTCTCCCAACCAGCGCCACCAGACTCACCTCACACCCCACCCTCGGCTCACAGET
Human GAGAAGTGTGGCAACCCECGCTCCCAGGCTCACCTGCCTCCCCGCCCTCCGCTCCCAGRT
HMouse A CCGCTTTCATTCTAGCC-AGACTCACCCCALGAGTAGCGCCGCCCCTCTCCGACGTGE
Human mCCGCCCGGGCTCCGGCCCL‘.GGCCCGGC‘ICGGGGCCCGCDGGGCCTCTCCGCTGCCAGC J
TERERY f_ e _??* _?_, *_ - ’__f. _*!?? TEE TRE - .? :2!
House AACCTCTCTCTTCAGCTCATAGAAACCCTCCCCCACGTGCCCCCGECCTTCATTTTTITTCT
Hunan [GACTGCTGTCCCC&---.U'.'l‘CA.U-.GCCCGCCCCMGTGGCCCCGGGFCTTG}\T ------ T
** tE® e ** t* EEE **tt EEEEEEETETEES * . *
Fragmento 2
House = r=c=-smsmecssmsmsssssae= TCCCCACTCATTACTCCOTTTCAAMAGCGAACCE
Human [TGAGAGCGAGC CETCCATTTCCATCTTGCOGAGTCATTACTCCCTTTCALLAGCCALCCG |
X T I T T T I I e T R I T T T A T T T
House TGGCTCGGCCTCATTTCCCGCTCTGGT TCAGGCGCAGGAGGAAGTGTTTTGCTGGAGGAT
Human [TGGCTCGGCCTCATTTCCCGCTCTGGT TCAGGCCCAGGAGGAAGTGTTT TGCTGGAGGAT |
R R R R R R R R R R R A R R R R R R R R L R AR R RS
House CATCACACAGCTCAGCCTTCOCTAATGCCCCACTCACCACCCETCCAGCCCAGGCCGLEE
Human CATCACACAGGTCAGGCTTCGCTAATGGGCCACTCACCACCCETCCAGGCGAGGCCGLLE
* * * * xETYT x x * * * x * x * TEY
House GCCGGCACACACACATTAACACACTTCGAGCCATCACCAATCAGCATAGGTCTGCTGGLTG
Human GLCOECA e o 0 0 0 e e

TETEEEE

Figura 53: Alineamiento de las secuencias de ratén (mouse) y humano (human), correspondientes a

los fragmentos inmunoprecipitados con anticuerpo especifico frente a Dnmt3b.
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Debido a que el estudio se habia realizado en NLBs de ratén, se procedid a
extraer ADN de NLBs de pacientes HSCR y controles y realizar el analisis del estado de
metilacion en dichas Islas CpG.

Para ello, se transformé ADN extraido de cultivo de precursores entéricos de
dos pacientes HSCR y dos controles, y se realizd el andlisis semicuantitativo del estado
de metilacién de ambos fragmentos mediante PCR de metilacion especifica (MSP).

En cuanto al fragmento 1, para aquellos alelos metilados, los pacientes
mostraron una banda mas intensa en comparacion con los controles. Este incremento
resulté ser tres veces mayor. El tamafio de banda se obtuvo midiendo el area
correspondiente y la cantidad de pixeles, con el Image Lab™ Software de
ChemiDoc™(BioRad, USA). Para aquellos alelos no metilados, no se encontraron

diferencias entre pacientes y controles (Figura 54).
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Figura 54: MSP para el fragmento 1 correspondiente a la Isla CpG dentro del promotor de PAX6. Los
productos de PCR se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 2.5%, tefiido con bromuro de
etidio

Con los resultados obtenidos a partir del estudio de MSP, que reflejaban la
exitencia de diferencias en el estado de metilacidon del fragmento 1 en pacientes con

respecto a controles, se decidié realizar un andlisis cuantitativo por pirosecuenciacion,
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analizando una regién dentro del fragmento 1 en el cual se localizaban 11

dinucledtidos CG (Figura 55).
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Figura 55: Porcentaje de metilacion en pacientes versus controles de cada dinucleétido CpG en el
Fragmento 1, dentro de la Isla CpG en el promotor de PAX6.

Debido al pequefio tamafio muestral, no se podria conluir si existen diferencias
estadisticamente significativas en cuanto al estado de metilaciéon entre pacientes y
controles. Aun asi, se mantienen los resultados obtenidos en el andlisis anterior,
habiendo obtenido de nuevo un mayor porcentaje de metilacion en pacientes con
respecto a los controles, tanto de forma global como de forma individual dentro de
cada dinucleétido CpG, lo que implicaria un mayor porcentaje de metilacién de
esta regién dentro del promotor de PAX6.

En cuanto al fragmento 2, se realizd el mismo analisis semicuantitativo, pero
no se obtuvieron diferencias entre pacientes y controles en aquellos alelos metilados

asi como en los correspondientes alelos no metilados.
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5.1 Identificacidon de dos variantes patogénica en Sindrome de Waardenburg Tipo IV.

El sindrome de Waardenburg es una patologia hereditaria, clinica vy
genéticamente heterogénea, que afecta al desarrollo de los melanocitos a partir de la
cresta neural tanto en piel como en la estria vascular de la cdclea, dando lugar a un
fenotipo caracterizado por alteraciones pigmentarias y sordera. Se han descrito
mutaciones en heterocigosis relacionadas con dicho fenotipo en diferentes factores de
transcripcion y entre ellos SOX10 como uno de los genes principales implicados
especialmente en SW4 que es el subtipo que cursa con HSCR (Pingault et al., 2010).

SOX10 es clave durante el desarrollo de la cresta neural. En el intestino en
desarrollo se encuentra expresado en todos los precursores entéricos que migran en
direccién rostro-caudal hasta colonizar el intestino anterior, intestino medio e
intestino grueso, formando los plexos ganglionares del SNE (Bondurand et al.,1998,
2003; Kuhlbrodtetal.,1998; Paratore et al., 2002; Southard-Smith et al., 1998; Young
et al., 2004, 2003). Sin embargo, su expresion es mucho mas amplia durante el
desarrollo del sistema nervioso periférico incluyendo células que forman parte
del tejido esquelético craneofacial y los melanocitos presentes en la piel y el oido
interno (Le Douarin et al.1999), lo cual se correlaciona con el fenotipo observado
en pacientes Waardenburg.

La proteina SOX10 presenta diferentes dominios funcionales esenciales para su
correcta actividad. Las mutaciones descritas en SOX10 son en su mayoria mutaciones
truncantes, que normalmente producen la pérdida del dominio de transactivacion y en
algunas ocasiones incluso del dominio HMG (Pingault et al., 2010). Aquellas
mutaciones que se encuentran a lo largo del dominio HMG dan como resultado
proteinas mutantes que se distribuyen parcialmente a nivel citoplasmatico y/o
subnuclear, y que en la mayoria de los casos pierden su capacidad de unién a dianas
especificas en el tejido (Chaoui et al 2011). Aquellas mutaciones puntuales o
deleciones grandes localizadas mayoritariamente en los dos ultimos exones del gen,
son responsables del fenotipo observado en los pacientes con SW4, de su variante
neurolégica PCWH, del SW2 vy por ultimo del sindrome de Kallmann (Pingault et al.,

1998, Inoue et al., 2004, Bondurand et al., 2007, Pingault et al., 2013).
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En el presente trabajo se han identificado dos mutaciones que generaban la
aparicion de un codén de parada prematuro en SOX10 (p.Thr370Serfs*38 y
p .His306Thrfs*5), siendo responsables del fenotipo SW4 y PCWH en dos
pacientes respectivamente. Este tipo de mutaciones deletéreas que originan codones
de parada prematuros presentes en los exones finales del gen representan, en la
mayoria de los casos, la causa molecular responsable del fenotipo. Asimismo, la
severidad del fenotipo, en cuanto a presencia o ausencia de manifestaciones
neuroldgicas, viene condicionada por la localizaciéon especifica del coddon que se vea
afectado (Inoue et al., 2004; Bondurand et al., 2013). En este sentido, segun
diferentes estudios in vitro, las consecuencias funcionales de distintas mutaciones a lo
largo de la secuencia de SOX10 pueden ser muy diferentes. La mayor parte de
mutaciones sin sentido (nonsense) que afectan a los primeros exones del gen dan
lugar a pequefios ARNm aberrantes que deben ser eliminados antes de ser
traducidos mediante el mecanismo celular Nonsense-mediated mRNA Decay
(NMD-mRNA), generando haploinsuficiencia en la célula que es la responsable del
fenotipo SW4 (Hilleren et al.,, 1999; Inoue et al.,, 2004; Verheij et al., 2006). Sin
embargo, la presencia de mutaciones en el exdén 5 o final del exén 4, que afectan
el dominio de transactivacién, podrian dar lugar a ARNm aberrantes capaces de
escapar de este mecanismo de proteccién celular, mostrando un efecto negativo al
competir por la unién del promotor con aquellas proteinas normales, y dando
como resultado fenotipos mas agresivos como el observado en PCWH (Inoue et
al., 2004). El hipotético limite que se ha establecido para que se produzca este
evento es posiciones préoximas al codén 234, donde se ha descrito que la mutacién
p.GIn234X da como resultado una proteina truncada muy probablemente
responsable del fenotipo PCWH (Pingault et al., 2002).

Por otro lado, existe una correlacién entre la localizacidon especifica de la
mutacion dentro de la secuencia de SOX10 y la longitud del segmento aganglionico en
el colon. Asi, mutaciones que afectan al dominio HMG, conducen a una
hipoganglionosis, mientras que mutaciones en el dominio de transactivacién llevan a
una aganglionosis total del colon (Sham et al., 2001).

Considerando las mutaciones encontradas en los pacientes en estudio, el

cambio de novo c.915delG (p.His306Thrfs5) encontrado en el segundo paciente,
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se ajustaria a la hipdtesis previamente descrita de un modelo de actividad dominante
negativo de la proteina truncada, que daria como consecuencia afectacion neuroldgica
dado que este paciente presentaba una alteracion difusa de la mielinizacién y un
marcado retraso psicomotor. Ademds, esta delecion ya habia sido asociada
anteriormente (Vifiuela et al., 2009) al fenotipo PCWH, sugiriendo la existencia de una
correlacién genotipo-fenotipo para esta mutacidn en concreto. También cabe
mencionar, que la presencia de deleciones completas en SOX10, descritas en pacientes
que presentaban el sindrome PCWH, sugiere que podrian existir mecanismos
adicionales al de NMD-mRNA que podrian explicar esta variabilidad fenotipica
(Bondurand et al., 2007).

Por otro lado, en el caso del primer paciente, se ha encontrado la mutacién
c.1107ins19 (p.Thr370Alafs*38), que habia sido heredada por via materna y estaba
presente a lo largo de tres generaciones con fenotipos diferentes. En el caso de la
abuela materna del paciente, se manifestaba con hipopigmentacion y en el caso de la
madre del paciente, con pérdida de la audicién. No son comunes los casos familiares
de SW4, sin embargo existen algunos previamente descritos en los cuales también se
presenta una elevada variabilidad fenotipica entre individuos que portan la misma
mutacion (Pingault et al., 1998; Southard-Smith et al., 1999). En estas familias, la
penetrancia es incompleta ya que estas mutaciones estan presentes en miembros
dentro de la familia con signos que no son los tipicamente caracteristicos del
sindrome. La ausencia de grandes familias afectadas impide el estudio de la correlacién
genotipo-fenotipo, por lo que no es facil explicar la relacién que pueda existir entre las
mutaciones encontradas y el fenotipo observado. Existe la hipdtesis de que la
presencia de mosaicismo en estos pacientes sea responsable de la penetrancia
incompleta de alguna de las caracteristicas, dando lugar por tanto a la elevada
variabilidad entre fenotipos observada (Pingault et al., 2010). En este sentido, el
mosaicismo podria explicar el hecho de que en algunas ocasiones padres sanos porten
las mismas mutaciones que sus hijos afectos (Bondurand et al., 2013). Sin embargo, en
el caso familiar que se describe en el presente trabajo, no es el mosaicismo el evento
responsable o capaz de explicar la variabilidad fenotipica encontrada entre los

miembros de esta familia.
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Una explicacion para este hallazgo podria ser que, la expresién de la enfermedad
dependa de la contribucién de diferentes eventos moleculares adicionales, genes o
regiones reguladoras que todavia no han sido descritas, que estén actuando de una
forma aditiva o multiplicativa modulando la penetrancia de mutaciones o la
expresion de la enfermedad en individuos afectos. En este sentido, recientemente
se ha descrito un caso en el cual tres miembros de tres generaciones dentro de
una misma familia presentaban fenotipo HSCR, y uno de ellos ademas
heterocromia del iris. En este caso el fenotipo HSCR puede deberse al efecto conjunto
de mutaciones en heterocigosis en EDNRB y EDN3, mientras que la heterocromia del
iris sea debida a eventos genéticos independientes, como podria ser un nimero de
copias inadecuado (CNV) del gen DACH1 (Cui et al., 2013).

Basandonos en esta hipdtesis se decidid estudiar la presencia de la variante
Enhancer (rs2435357), localizada en el intrén 1 de RET, para evaluar su posible
participacién en la manifestacion del fenotipo a nivel entérico. Dicha variante se
encuentra en un dominio que se ha demostrado como uno de los principales
reguladores de la expresion de RET, potencidndola especificamente en el SNE (Grice et
al., 2005). La capacidad de la variante Enhancer para alterar la expresion de RET
se debe a que interrumpe un sitio de unién de SOX10 de forma que éste no es capaz
de unirse y activar adecuadamente la transcripcién de RET (Emison et al, 2010).
Sin embargo, ninguno de ellos portaba dicho cambio, lo cual esta en concordancia con
los hallazgos previamente descritos por de Pontual et al. En 2007, donde sugiere
que la frecuencia del alelo que produce la predisposicion a la enfermedad
no es significativamente diferente en pacientes con SW4. También se analizé la
secuencia codificante de los genes EDN3 y EDNRB, ya que este fenotipo se ha
visto también asociado a mutaciones en estos genes (Puffenberger et al., 1994;
Hofstra et al., 1994; Edery et al., 1994), pero en ninguno de los casos se identificaron
mutaciones, lo cual evidencia la necesidad de buscar nuevos genes y eventos
regulatorios que puedan estar relacionados con la enfermedad. En este sentido,
Bondurand et al., 2012, ha descrito una delecidén a nivel de las repeticiones Alu que
daba lugar a un fenotipo SW4 en uno de los pacientes de los 22 analizados,
confirmando la importancia de estas secuencias en el control de la expresion
génica y sugiriendo su implicacién en la regulacion de la expresién de SOX10 en

humanos.
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Es necesario destacar que, al contrario del resto de mutaciones localizadas
dentro de la regién 3" del gen, no se encontrd ningun tipo de manifestacién
neurolégica en el paciente que portaba la insercién de 19 nucledtidos, c.1107ins
GCTGGGGCCCCCACACTAC, se trataba de una insercion de 19 nucledtidos, c.1107ins
que generaba una alteracidn de la pauta de lectura a partir de la posicién aminoacidica
370, y un coddn de parada prematuro 38 residuos después. En casos similares en los
cuales se anaden largas colas de aminoacidos debido a las mutaciones que se
producen, como es el ejemplo de la mutacion ¢.780delG (p.Arg261Alafs*25), o
c.1077_1078delGA (p.Glu359Aspfs*42), y no dan lugar a la apariciéon de
manifestaciones neuroldgicas, se ha propuesto que la presencia de estas colas podria
afectar el correcto plegamiento de la proteina teniendo consecuencias sobre su
procesamiento proteolitico. La importancia que la secuencia de aminoacidos tiene en
el plegamiento de proteinas es debido a que existe un equilibrio fisiolégico entre la
forma desplegada y nativa de una proteina y los cambios que se produzcan sobre la
misma pueden generar pequeifos cambios en la energia libre de los estados
intermediarios dentro del proceso de plegamiento de la proteina. Por tanto, un
plegamiento incorrecto produciria que la maquinaria proteolitica degradara dichas
proteinas erréneas evitando el efecto negativo dominante (Vifiuela et al., 2009). En el
caso de la mutacion p.Thr370Ala*fs38, podria estar teniendo lugar este evento, y por
tanto no resultaria en un fenotipo PCWH, aunque estudios funcionales adicionales
serian necesarios para comprobar esta hipotesis de forma definitiva.

Los resultados obtenidos apoyan la importancia de realizar analisis genético en
caso de sospecha de SW4, como una herramienta util para evaluar el riesgo de
recurrencia de la enfermedad y poder ofrecer un consejo genético adecuado a las
familias afectas. Ademas, los resultados obtenidos a partir del caso familiar, descartan
el mosaicismo como el Unico evento molecular responsable de la variabilidad
fenotipica intrafamiliar. Serian necesarios estudios adicionales para dilucidar por
completo la causas de la mencionada variabilidad fenotipica, asi como identificar
nuevos genes implicados en SW4 / PCWH que sean responsables de los casos restantes

sin resolver.
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5.2 Identificacion de genes de pluripotencia que presentaban niveles de
expresion diferencial en precursores neurales de SNE de pacientes HSCR versus
controles

El estudio del desarrollo embrionario del SNE es de gran interés ya que
supone un modelo idéneo para el estudio de los procesos celulares de proliferacion,
migracion y diferenciacion de células precursoras de la cresta neural. Fallos en estos
eventos dan lugar a la aparicidon de diferentes patologias, entre ellas HSCR. Durante
dicho desarrollo las células que van a colonizar el tracto digestivo constituyen una
poblacién pluripotente y heterogénea, que a lo largo de los distintos estadios del
desarrollo embrionario se van a ir comprometiendo con los diversos fenotipos
celulares presentes en el SNE (Henion et al., 1997, Newgreen et al., 2002a, 2002b).
Este proceso se encuentra finamente regulado por el nicho entérico, que consiste en
factores de crecimiento y elementos de la matriz extracelular secretados por las
células del mesénquima intestinal y que van a actuar sobre receptores de los
precursores de la cresta neural, con la consiguiente activacién y represion de la
expresion génica (Le Douarin et al.,, 1992). Por tanto, la interaccién entre los
precursores derivados de la cresta neural y el microambiente en términos de factores
tanto intrinsecos como extrinsecos a dichas células, sera crucial para un correcto
desarrollo del SNE.

Un punto clave para aclarar las bases genéticas de la enfermedad de HSCR
seria entender cuales son los mecanismos subyacentes que dan lugar a los patrones
de expresidon génica selectiva durante el desarrollo del SNE. Para este tipo de estudios
una de las mejores herramientas son las células progenitoras entéricas. Estas células
persisten en mamiferos adultos y se han conseguido aislar y posteriormente amplificar
en cultivo, mediante la generacién de neuroesferas o NLBs a partir de intestino
postnatal tanto de ratones (Bondurand et al., 2003; Schafer et al.,, 2003) como de
humanos (Rauch et al.,2006). La progenie de estas células entéricas la constituyen los
precursores neurales entéricos que son células de aspecto indiferenciado capaces de
autorreplicarse y generar precursores ya comprometidos con la estirpe neuronal
(neuroblastos) o bien glial (glioblastos). Esto supone un método muy efectivo para el
estudio del comportamiento de dichas células precursoras bajo distintas condiciones

experimentales in vitro.
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Aunque se conocen diversos genes implicados en el desarrollo del SNE y
en HSCR, en el presente trabajo se han realizado estudios de expresidon en precursores
entéricos con el objetivo de identificar nuevos genes candidatos para asi mejorar
nuestro conocimiento sobre las causas y mecanismos moleculares que producen la
aparicién del fenotipo HSCR.

Mediante tecnologia Tagman y utilizando un array de expresiéon que
contenia 96 genes descritos previamente en células madre pluripotentes de humanos
(TagMan® Human Stem Cell Pluripotency Array), se determind la expresiéon de 24
genes en dichos precursores entéricos. De ellos, 7 genes presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre precursores procedentes de controles y pacientes
HSCR. Estos genes fueron NESTINA, FN1, LAMC1, PECAM, SEMA3A, PAX6 y DNMT3B.
Se obtuvieron niveles de expresidon anormalmente elevados en el grupo de pacientes
para los genes NESTINA, PECAM y SEMA3A, los cuales son genes que estan implicados
en procesos de migracién y proliferacidn celular. Mientras que se observé una bajada
en los niveles de expresion de los genes FN1y LAMC1 (también implicados en adhesién
celular y migracion), de PAX6 (factor de transcripcion esencial en procesos de
neurogénesis en el SNC), y por ultimo DNMT3B (una metiltransferasa de novo con un
importante papel en los pasos iniciales de la diferenciacidon de células progenitoras)
(Singh et al., 2009; Sundberg et al., 2011).

Cabe destacar que resultados similares habian sido descritos previamente
en cuanto a la posible implicacion de SEMA3A en HSCR y los patrones de expresién del
gen XIST, lo que supuso la validacion de los resultados obtenidos. Por una parte, se ha
descrito el papel de las Semaforinas en el desarrollo del SNE, tanto en la formacién de
la red neuronal como en la migracién de los precursores neurales, regulando la
entrada de las células derivadas de la cresta neural sacra en la region distal del
intestino en formacion (Anderson et al., 2007). Este gen ya habia sido asociado a HSCR
aislado y espordadico, donde se obtuvieron niveles elevados en cuanto a su expresion
en la capa muscular lisa del colon (Wang et al., 2011). Ademds, nuestro grupo describio
por primera vez la existencia de mutaciones en la secuencia codificante de SEMA3A
que podrian estar actuando como un factor modificador de la penetrancia de
mutaciones en RET, confirmando el papel funcional de estas moléculas durante la

formacién del SNE (Luzén-Toro et al., 2013). Por otro lado, la expresién de XIST
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(X-inactive specific transcript), esencial para iniciar el silenciamiento del cromosoma
X, s6lo se observé en muestras que procedian de pacientes y controles XX, ya que
en aquellos que eran XY sélo existen niveles de expresion baja y de forma transitoria
de XIST durante la embriogénesis en el cromosoma X de origen materno, que nunca
se inactivard ya que el mecanismo de conteo detecta la presencia de un solo
cromosoma X (Pontier et al., 2011).

Atendiendo a aquellos genes que se encontraron alterados en pacientes
HSCR, uno de ellos es FN1. Este gen codifica para una glicoproteina presente, en su
forma multimérica, tanto en la superficie celular como en la matriz extracelular,
promoviendo procesos de migracion y adhesidon celular en muchos tipos celulares
entre ellos las CCN. En este sentido, FN1 en presencia de la integrina B1, controla y
promueve la migracion de los precursores neurales del SNE asi como la adhesién de los
progenitores indiferenciados SOX10 positivos en el intestino en desarrollo (Breau et
al., 2009). La migracion de las células derivadas de la cresta neural, a través del
intestino en formaciodn, se lleva a cabo en cadenas, en contacto unas con otras, lo que
favorece dicha migracion (Gershon et al., 2006). El estudio de la dindmica de la
migracion de los precursores entéricos ha revelado que existen complejos patrones de
movimiento en el frente migratorio de dichas células y que estos son diferentes
atendiendo a la porcidn intestinal en que se encuentren. Teniendo en cuenta que los
precursores entéricos de los pacientes HSCR en estudio presentaban niveles de
expresiéon de FN1 anormalmente disminuidos en comparacion con los controles,
podemos asumir que dicha alteracion podria interferir con el proceso migratorio de los
precursores neurales del SNE y suponer una causa potencial de aganglionosis.

LAMCI (Laminin, gamma 1) es un gen que codifica para una glicoproteina
gue pertenece a la familia de las Lamininas. Cada cadena de laminina es una proteina
multidominio codificada por un gen distinto. La laminina-1 (alphalbetalgammal)
constituye un sustrato favorable para la adhesién de los precursores derivados de la
cresta neural (Lallier et al., 1994). Ademds, promueve la migracién de estas células
fuera de la cresta neural hacia los distintos dérganos diana, tanto in vitro como in vivo
(Bronner-Fraser, 1986; Bilozur et al., 1988). Otra evidencia de la importancia de la
laminina-1 sobre el desarrollo del SNE, es que su expresién estd regulada

negativamente por EDN3, ya que un exceso de laminina-1 provocada por la falta de
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EDN3 podria impedir la migracion de los precursores (Gershon y Ratcliffe, 2006).
Finalmente se ha visto que la laminina-1, junto a otros factores, esta implicada en la
sefializacidon de parada de las células durante su migracion, favoreciendo la correcta
localizacion y diferenciacién de los ganglios entéricos (Gershon et al.,, 2006).
Concretamente, la laminina-1 previene que las células derivadas de la cresta neural
alcancen la mucosa intestinal cuando son atraidas por las netrinas, y permanezcan en
la capa submucosa (Hopker et al.,, 1999). Un estudio en ratones recientemente
publicado, sugiere que dichas lamininas, podrian estar promoviendo la migracion de
los precursores neurales del SNE (Nakazawa N et al., 2013) y por tanto, ante todas las
evidencias comentadas, alteraciones en los patrones de expresion de estos genes
podrian ser una causa potencial en la aparicion de la enfermedad de Hirschsprung.

Aunque en plaquetas se ha descrito que existe una regulacidon negativa de
PECAM sobre las lamininas, esta hipdtesis a nivel de SNE no estd esclarecida. La
proteina para la que codifica este gen se encuentra en la superficie de plaquetas,
monocitos, neutréfilos, y algunos tipos de células T, probablemente participando en la
migracion de leucocitos, en la angiogénesis y constituyendo una gran parte de las
uniones intercelulares de células endoteliales participando en procesos de adhesién
celular (Wang et al., 2005).

PAX6 es un gen que codifica para una proteina muy conservada
en vertebrados e invertebrados perteneciente a la familia de las denominadas
"paired-box". Es un factor de transcripcién que desempena un papel fundamental
en varios procesos del desarrollo del SNC, entre los que destacan la configuracién
del tubo neural, migracidn neuronal y establecimiento de los circuitos neurales.
Ademas, estd implicado en el desarrollo de los ojos, nariz, pancreas e hipofisis. En cada
uno de estos tejidos actia como un regulador multifuncional de la proliferacién y la
diferenciacién, mostrando un patrén de expresién espacio-temporal altamente
complejo (Osumi et al., 2008; Shaham et al., 2012). Hasta el momento, los estudios
que se han llevado a cado se centran en la funcién de PAX6 en la neurogénesis del
SNC y no existen evidencias acerca de su funcion a nivel del desarrollo del SNE.
Sin embargo, los resultados obtenidos muestran que existe expresién en precursores
neurales obtenidos de tejido intestinal y que, concretamente en los pacientes

HSCR, ésta se encuentra significativamente disminuida. Por tanto, PAX6 se
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postula como candidato para ser, ademas de en SNC, regulador de la neurogénesis
en SNE, aunque este hecho serd discutido mas adelante.

NESTINA, marcador de precursores neurales, muestra un aumento en los
niveles de expresion en pacientes HSCR. Dicho aumento induce a pensar que en el caso
de los pacientes, los precursores entéricos se encontrarian en un estadio de
diferenciacién que no les corresponde en ese momento del desarrollo, lo cual pondria
en compromiso la capacidad de estas células para dar lugar a patrones de proliferacion
y migracion correctos y obtener finalmente un nimero adecuado de células en su
correspondiente estadio final (Bel-Vialar et al., 2007).

Por ultimo, DNMT3B es una metiltransferasa de novo, que desempefia un
papel importante durante las primeras etapas de la metilacion del ADN y estd
implicado en la diferenciaciéon de los progenitores neurales durante el desarrollo del
SNE (Okano et. al., 1999; Singh et al., 2009). Debido a la importante funcidn de este
gen en el establecimiento de los patrones de metilacién del genoma y dado que por
primera vez se describe un mecanismo epigenético con implicacién en HSCR, se
decidid estudiar mas en profundidad cudl era el papel de esta metiltranferasa en el

desarrollo del SNE y en concreto, en el contexto de la enfermedad de Hirschsprung.

5.2.1 Disminucion de la expresion de DNMT3B en muestras de
precursores neurales de SNE de pacientes HSCR versus controles

Se obtuvieron niveles reducidos de DNMT3B en pacientes HSCR en relacién
con los controles, tanto en el estudio de expresién mediante PCR cuantitativa como en
la inmunocitoquimica. Cuando se realizé el mismo estudio de expresién a partir de
ARNm extraido de muestras de colon de los mismos pacientes y controles, no
se obtuvo expresion de DNMT3B en ninguno de los dos grupos muestrales.
Este resultado va en concordancia con estudios previos en los cuales se muestra
que la expresién de DNMT3B es mayoritariamente durante etapas tempranas del
desarrollo, y los niveles de expresion son muchos mayores en aquellas células con
capacidad toti y pluripotente (Okano et al., 1999). Durante la neurogénesis
embrionaria en ratones, Dnmt3b se expresa predominantemente en las células
embrionarias tempranas y en células progenitoras neuronales, especialmente

células precursoras neuronales en proliferacion dentro de la corteza cerebral,
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células de la retina, epitelio olfatorio embrionario y médula espinal (Watanabe et al.,
2006). Es por ello que DNMT3B debe desempefiar un papel importante durante los
estadios iniciales de la diferenciacién de células progenitoras.

Ademas, este resultado pone de manifiesto la importancia y validez de este
tipo de cultivos para establecer los fundamentos conceptuales que nos ayuden a
entender mejor la estructura y funcionamiento de los circuitos neuronales entéricos y

con ello la etiopatogenia de HSCR y otras neurocristopatias.

5.2.2 Niveles de metilacion global anormalmente disminuidos en
precursores entéricos de pacientes HSCR en comparaciéon con controles.

En modelos animales y experimentos in vitro, se ha demostrado que la
disminucion de la actividad de las DNMTs, una o combinaciones de ellas, estd asociado
a hipometilacién del genoma e inestabilidad cromosémica (Karpf et al., 2005, Dodge et
al., 2005). Teniendo en cuenta los niveles de expresién reducidos de DNMT3B en
precursores entéricos de pacientes HSCR, se decidié estudiar los niveles de metilacidon
del ADN extraido de estos precursores, obteniendo hipometilacién en pacientes en
comparacion con los controles.

La desmetilacion o la hipometilacién global del genoma, potencialmente
puede inducir alteraciones en la activacion de factores de transcripcion, activacién de
transposones que pueden dar lugar a la aparicién de mutaciones o recombinacién
cromosémica andmala, asi como sobreexpresion de genes criticos en la regulacion del
crecimiento celular (Wilson et al., 2007).

Ademas, DNMT3B es capaz de interaccionar con una gran variedad de
proteinas reguladoras a través de circuitos de retroalimentacién que pueden, directa o
indirectamente, producir cambios en la estructura de la cromatina. La cromatina activa
se caracteriza por su estructura abierta en presencia de un ADN no metilado, mientras
gue un ADN metilado se asocia con una cromatina inactiva y modificacién de histonas
especificas que incluyen la metilacién de las Lisinas H3Lys9 y H4Lys20 (Wilson et al,
2006). Por tanto, cabria esperar que unos niveles de metilacion aberrantes como los
obtenidos en los precursores entéricos de pacientes HSCR, se sucederian con unos
patrones de expresidon también andmalos que resultarian en cambios en procesos

celulares tales como supervivencia y/o proliferacién, migracion y diferenciacién, dando
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lugar a una pérdida de la identidad celular de estos precursores presentando un

fenotipo que no corresponde con el momento del desarrollo en el que se encuentran.

5.2.3 Identificacion de variantes dentro de la secuencia de DNMT3B en
la cohorte de pacientes HSCR
Hasta el momento sélo se habian relacionado mutaciones en DNMT3B con

el Sindrome ICF (OMIM 242860), el cual se caracteriza por hipometilacion en la regién
pericentromérica de los cromosomas 1, 9y 16.

En el presente trabajo se ha realizado el primer analisis mutacional de la
secuencia codificante de DNMT3B en el contexto de HSCR, el cual reveld la presencia
de tres cambios en tres pacientes diferentes, que segln herramientas bioinformaticas,
resultaban potencialmente patogénicos (p.Gly25Arg, p.Arg190Cys, p.Gly198Trp).
Aunque estas variantes habian sido previamente descritas dentro del Proyecto 1000
genomas, los valores de MAF eran muy bajos y no se encontré ninguna de las tres
variantes en el grupo de controles analizado, lo que llevd a descartarlas como posibles
polimorfismos. Las tres variantes se encuentran en una regién de la proteina que
interactia con DNMT1.

Los patrones de metilacién del ADN que se establecen durante la
gametogénesis y el desarrollo temprano son fielmente copiados a las células hijas a
través de lo que se conoce como “metilacion de mantenimiento”. Durante la
replicacion semi-conservativa del ADN estos patrones de metilacion son copiados
desde la hebra madre a la hija, por ello debe existir una metiltransferasa que presente
una mayor afinidad por el ADN hemimetilado. Esta es DNMT1, enzima que es capaz de
metilar tanto ADN no metilado como hemimetilado, aunque presenta una marcada
preferencia por este ultimo (Okano et al., 1999). Una vez que se ha establecido una
primera ola de metilacion de novo mediada por la actividad de DNMT3A y DNMT3B,
DNMT1es reclutada al nucleo para catalizar la metilaciéon de la otra hebra de ADN vy
gue asi se establezcan unos correctos patrones de metilacion. Es por ello, que es
necesario que exista cooperacion e interacciones entre ambos tipos de
metiltransferasas (de novo y mantenimiento). Una vez que DNMT1 es transportada al
nucleo y colocaliza con DNMT3B, se obtienen los patrones finales de metilacién de

novo y mantenimiento (Kim et al., 2002). Por tanto, mutaciones en esta regién de
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interaccion de la proteina, podrian obstaculizar este proceso de metilacion, dando
lugar a un fracaso en la regulacidn de la expresidn génica, que durante el desarrollo del
SNE seria una causa potencial para la aparicion de HSCR en estos pacientes.

Vale la pena mencionar que, en dos pacientes, las mutaciones en DNMT3B
co-segregaban con mutaciones en otros loci relacionados previamente con la
enfermedad, de acuerdo con un modelo de herencia complejo y multigénico
previamente propuesto para HSCR. Actualmente se acepta que la aparicidon del
fenotipo no depende sélo de mutaciones “raras” con efecto funcional y elevada
penetrancia sino, también de variaciones “comunes” y con baja penetrancia que en
combinacidn seran responsables de la enfermedad. Asimismo, la longitud del
segmento aganglidnico, se sugiere que es el resultado de la contribucién de una serie
de eventos moleculares que afectan a procesos de proliferacion, migraciéon y / o
diferenciaciéon durante la formacion del SNE: cuanto mayor es el numero de
variaciones en los genes clave en el desarrollo del SNE, mayor severidad presentaran.
En este trabajo, se presenta un caso familiar en el cual existe un efecto sinérgico de
mutaciones en DNMT3B y RET en dos pacientes. Ambos pacientes presentaban la
mutacion en RET p.Ser148del, aunque distinto fenotipo (S-HSCR y L-HSCR), mientras
gue la mutacién en DNMT3B p. Gly25Arg aparece exclusivamente en el paciente con el
fenotipo mas severo (L-HSCR), lo cual sugiere que la variante encontrada en
DNMT3B podria estar actuando como un elemento modificador de fenotipo. Se podria
sugerir que la mutacién encontrada en RET seria la causa principal de la aparicion de la
enfermedad en esta familia, aunque como la gran mayoria de mutaciones en RET, con
penetrancia incompleta, mientras que la variante “rara” DNMT3B contribuiria con
un efecto mas sutil, siendo ambas responsables del fenotipo final.

En cuanto al segundo caso, sdlo la mutacién en NTF3 era heredada de la
madre no afecta, mientras que las variantes en DNMT3B podrian ser de novo en el
paciente afecto o heredadas por via paterna, hecho que no se pudo discriminar por no
disponer del ADN paterno para realizar el andlisis. Los resultados obtenidos, apoyan de
nuevo el modelo aditivo de herencia en el que contribuyen distintos genes que actian
de forma multiplicativa modulando la penetrancia de otras mutaciones o la expresiéon

de la enfermedad en aquellos individuos afectos.
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5.2.4 Estudio de DNMT3B en Pez-cebra
En relacion a la implicacion de DNMT3B en el desarrollo del SNE en el

contexto de HSCR, se quiso estudiar el fenotipo resultante al realizar el Knockdown de
DNMT3B en pez cebra. Para ello se utilizd una linea transgénica de pez cebra que
tenia una expresiéon estable de la proteina Kaede en células precursoras de neuronas
entéricas que expresan Phox2b durante tres generaciones, lo que facilita visualizar los
precursores entéricos que van colonizando el intestino en formacidn. El intestino de
los peces cebra se asemeja al intestino de los mamiferos, aunque siendo mas simple en
su estructura general, convirtiéndolo en un modelo comparativo conveniente para el
estudio de trastornos asociados con el tracto gastrointestinal que afectan su motilidad
y funcién, como es HSCR.

En cuanto a DNMT3B, el pez cebra difiere de los mamiferos en que
presenta seis genes Dnmt en lugar de los dos que se encargan de la metilacion de novo
en mamiferos. Los genes Dnmt6 y Dnmt8, se asemejan mas estrechamente a la
secuencia gendmica de Dnmt3a en mamiferos, y muestran un patrén de expresion que
es mas similar al de Dnmt3a. Por el contrario, los otros cuatro genes, Dnmt3, Dnmt4,
Dnmt5, y Dnmt7, muestran un patron de expresion mas similar a Dnmt3b, sugiriendo
gue los seis genes Dnmt en el genoma del pez cebra pueden ser analogos a los dos
genes de la familia Dnmt3 presentes en mamiferos (Smith et al., 2011). En el presente
trabajo, se eligi6 Dnmt4 para realizar el knockdown por su mayor porcentaje de
homologia con Dnmt3b en mamiferos.

Se ha descrito que los Mo independientemente del gen diana al que vayan
dirigidos pueden inducir apoptosis dependiente de la activaciéon de p53, ademas de
interacciones con otro genes o efecto “off-target”, que daran lugar a cambios en la
expresion génica resultando en fenotipos que no son debidos a la bajada de la
expresion del gen en estudio (Robu et al.,, 2007; Kok et al., 2015). Para disminuir el
primer efecto, se co-inyectd con un Mo frente a p53, pero en el segundo caso es mas
dificil prever si el Mo es suficientemente especifico. En ese caso se pueden utilizar
controles que presentan la misma secuencia especifica al Mo disefiado para el estudio
con la Unica diferencia de que exista un desapareamiento de cinco bases. Al inyectar
dicho Mo, no deberia aparecer ningun tipo de fenotipo, lo cual significaria que el Mo

es suficientemente especifico. Sin embargo, en este trabajo se ha comprobado que a
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dosis elevadas de Mo control se seguia sin obtener ningln fenotipo, mientras que
cuando se incrementaba 0.5ng/nl la concentracién de Mo frente a Dnmt4 se alteraba
también la expresion de otros genes y el fenotipo era mucho mas severo. Utilizando
una concentracion de 1,5ng/nl de Mo se conseguia una bajada de la expresion
selectiva de Dnmt4, pero esta disminucidn resultd ser sélo del 55%, por lo que podria
existir suficiente cantidad de proteina funcional de manera que la diferenciacién de los
precursores entéricos no se veria comprometida. Tras la inyeccion con diferentes
concentraciones de Mo, se analizo el niUmero de precursores entéricos que existian en
el intestino del pez cebra, no encontrando diferencias en el nimero de neuronas
entéricas, en la linea transgénica utilizada ni en la inmunohistoquimica realizada. A
partir de esta concentracion, se producia la alteracion de la expresion de Dnmt3 y
Dnmt7, por lo que la unidn del Mo parece no ser selectiva, y a pesar de que no existe
una secuencia con elevado porcentaje de homologia en los otros genes Dnmt vy la
microinyeccidon con el control del Mo, como se detallé anteriormente, daba lugar a
peces con un fenotipo normal. El bajo porcentaje de bajada de expresion selectiva de
Dnmt4 con una concentracion de Mo de 1.5ng/nl y su poca especificidad puede
deberse a diferentes razones. Al tratarse de un Mo disefiado para bloquear un sitio de
splicing, cabria esperar que se produjera la eliminacidon del exén flanqueante al sitio
activo, desencadenando un desplazamiento del marco de lectura que produzca un
codon de stop prematuro, dando lugar a un ARNm que se degradaria por la ruta NM
Decay. Como se muestra en el gel existe un problema en el splicing tras la inyeccién
con el Mo, apareciendo una banda normal y otra mas pequefia que corresponde a la
secuencia carente del exén 3. Sin embargo, estos Mo en muchas ocasiones producen
modificaciones en el splicing que no son las esperadas y |la bajada de expresidn resulta
ser menos eficiente. Esto puede ocurrir cuando el Mo en lugar de unirse a la regién de
splicing para eliminar el exdn y ambos intrones flanqueantes como cabria esperar, se
une de tal manera que sélo se llega a eliminar el intrén al que se ha unido, lo que se
denomina “splice stopped”. En este caso si hubiera un codon de parada en el marco de
la secuencia intrdnica, esto probablemente provocaria que el ARNm se degradard por
la via NM decay después de una ronda de traduccién, en otro caso podria escapar a
esta regulacion. Otra posibilidad es que el Mo se una a un sitio de splicing “criptico”

(cryptic splice site) lo cual daria lugar a deleciones o inserciones parciales (Draper et al.,
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2001). Ademas, debido a que la actividad de estos oligos se basa en un mecanismo de
bloqueo estérico, no se deben disefiar frente a secuencias que por ejemplo, afecten al
posterior mecanismo de traduccién, o bloqueen sitios de uniéon de proteinas
reguladoras (Draper et al., 2001). El genoma del pez-cebra ha sido secuenciado y bien
anotado, sin embargo, existen numerosos mecanismos regulatorios que se encuentran
aun en estudio, por lo que resulta dificil evitar bloquear regiones reguladoras si no
contamos aun con esa informacion.

Por lo tanto, aunque el uso de Mos proporciona, en principio, un método
sencillo y accesible para producir el knockdown de genes en el pez cebra, en el caso de
Dnmt4 no ha resultado ser asi, y se deberian utilizar otras aproximaciones para llegar a
producir la disminucién de la expresion de Dnmt4 de una forma eficiente y comprobar
si la bajada de expresidn resulta en aganglionosis en estos animales. Recientemente se
estan incorporando enfoques genéticos en el pez cebra que solucionan estos
problemas produciendo un bloqueo selectivo y definitivo del gen en estudio. Técnicas
basadas en nucleasas de dedos de Zinc (zinc finger nucleases, ZFNs) o TALENs
(Transcription activator-like effector nucleases) basada en la utilizacidon de un activador
de la transcripcién similar a nucleasa efectora (Gaj et al., 2013). En ambos casos, los
ARNm que codifican para los heterodimeros ZFN o TALEN se inyectan en los embriones
en fase unicelular, donde se unen a su diana induciendo una rotura de la doble hebra.
La reparacién incorrecta de esta rotura conlleva la introduccién de pequefias
deleciones o inserciones que pueden dar lugar a codones de parada prematuro cuando
estos cambios se producen en la secuencia codificante. Mas recientemente, las
nucleasas bacterianas progamables Cas9 (CRISPR/Cas) se han aplicado con éxito para
introducir lesiones en el genoma del pez cebra con un elevado rendimiento (Hwang et
al., 2013).

Dado que se obtuvieron diferentes defectos a nivel intestinal en un alto
porcentaje de los embriones microinyectados con el Mo frente a Dnmt4, aunque no se
observéd una disminucién en el nimero de precursores entéricos que expresaban
Phox2b, seria de interés producir una disminucion especifica de Dnmt4 con alguna de
las técnicas anteriormente mencionadas, para asi obtener un fenotipo claro debido a
la bajada de expresién de este gen y comprobar su implicacion real a nivel del

desarrollo del SNE.
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5.3. Identificacion de factores de transcripcion con diferencias en los niveles de
expresion entre precursores neurales de SNE de pacientes HSCR versus controles.

La diferenciacién de las CCN durante la migracidn es uno de los procesos
clave necesarios para alcanzar un circuito dindmico y complejo de neuronas y glia
durante el desarrollo del SNE. Este complejo proceso estad finamente regulado por un
gran numero de factores de transcripcion y sefializacion y alteraciones en los mismos
pueden ser una causa potencial de aganglionosis. Por ello, se decidié estudiar los
patrones de expresion de diferentes factores de transcripcion en pacientes HSCR
versus controles, en busca de nuevos genes implicados en la patogénesis de la
enfermedad.

Para dicho estudio se utilizd una placa TLDA que contenia 47 factores de
transcripcion descritos previamente en células embrionarias humanas (TagMan®
Human Transcriptional Regulatory Network in Embryonic Stem Cell Array Plate). Dicho
estudio mostré la expresion de 14 factores de transcripcion en los precursores
entéricos extraidos a partir de intestino de humanos, de los cuales cuatro tenian una
expresion diferencial estadisticamente significativa entre pacientes y controles. Estos
genes fueron CDYL, MEIS1, STAT3 y PAX6. Los tres primeros presentaban niveles de
expresion anormalmente elevados en pacientes HSCR, mientras que PAX6 presentaba
niveles de expresidon anormalmente disminuidos, hallazgo que confirmaba el resultado
obtenido en la placa TLDA utilizada en el experimento anterior.

CDYL es un co-represor transcripcional que reconoce las lisina di- y tri-
metilada de la histona H3K27, y contribuye maximizando la actividad enzimatica del
complejo Polycomb dando lugar un estado represivo de la cromatina y por tanto una
inhibicion de la expresién génica (Zhang et al 2011). Junto a las histonas desacetilasas
Hdacl y Hdac2, forma parte de un complejo transcripcional capaz de producir la
represion transcripcional de la E-caderina (Shi et al., 2003). La caderinas son proteinas
multifuncionales de sefializacion y adhesion. Controlan la motilidad de las CCN durante
su delaminacion y migracion, funciones que estan reguladas por su escision
proteolitica especifica durante el desarrollo. Un proceso de migracion preciso de las
CCN requiere un control estricto de la dinamica del citoesqueleto y la adhesion y

motilidad celular. Ademas, un estudio reciente en ratones sugiere que durante el
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desarrollo neural Cdyl podria estar inhibiendo la diferenciacién neuronal de las células
madre pluripotentes inducidas (iPS) (Wan et al., 2013). Sin embargo, aunque estd
implicado principalmente en la remodelacion de la cromatina y su efecto como
represor de la expresion génica, su funcidn no esta del todo esclarecida. A nivel de CCN
y desarrollo del SNE no tenemos datos suficientes para determinar cudl podria ser su
funcién vy si los niveles de expresion aberrantes que observamos son consecuencia de
genes efectores aguas arriba o realmente tiene un efecto directo en los precursores
entéricos interfiriendo con unos correctos patrones de diferenciacion, proliferaciéon y/o
migracion.

MEIS1 presentaba unos niveles de expresiéon anormalmente elevados en
precursores entéricos de pacientes HSCR. Se trata de un gen muy conservado entre
vertebrados, que codifica para una proteina de la familia Homebox con un
homeodominio TALE. Los miembros de esta familia proteica se encargan de la
regulacion de la diferenciacidn celular durante el desarrollo embrionario temprano. Se
expresa mayoritariamente en el ojo en desarrollo, mesencéfalo, y regiones del
romboencéfalo. En células madre neurales de raton, Meisl promueve la diferenciacién
neuronal. La expresion ectépica de Meisl induce la formacion de grandes neuroesfera
gue expresan marcadores de progenitores neuronales y generan neuronas [-lll
tubulina positivas y astrocitos GFAP / S100B positivos. Los niveles de expresion a nivel
tanto de ARNm como proteina de Sox2 y Pax6 son inducidos de forma dosis
dependiente por la expresidén transitoria de Meisl, sugiriendo que ambos estan
involucrados en la generacion de neuroesferas formadas por células madre neurales y
células neurales progenitoras dentro de la via de sefializacion de Meis1 (Yamada et al,
2013). En relacion a todo lo descrito podriamos plantear que los precursores entéricos
cuya expresiéon de MEIS1 esta elevada estarian viendo afectada su capacidad de
diferenciacién a los distintos fenotipos maduros presente en el SNE.

STAT3 fue otro gen cuya expresion se encontrd anormalmente elevada en
pacientes HSCR. Este gen codifica una proteina que es un miembro de la familia de
proteinas STAT que forman parte de la ruta de sefializacion JAK/STAT. La activacion del
complejo por fosforilacion en respuesta a citocinas y factores de crecimiento, produce
la translocacién al nucleo dirigiéndose directamente a los promotores de genes en el

nucleo, proporcionando un mecanismo de regulacién transcripcional sin necesidad de
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segundos mensajeros cuya activacion estimula procesos de proliferacion,
diferenciacién y migracion celular ademas de apoptosis (Aaronson DS. Et al., 2002).

Como se comenté en la introduccion, para la activacién de RET es necesaria
la formaciéon de un complejo multimérico, en el cual participa uno de los ligandos
solubles de la familia GDNF (GDNF, NRTN, ARTN y PSPN) y un co-receptor anclado a la
membrana (GFRa). Recientemente se ha demostrado que NRTN es capaz de inducir la
fosforilacion de la Ser 727 de STAT3 en neuronas corticales primarias y lineas de
células neuronales. La fosforilaciéon de STAT3 es mediada especificamente por GFRa2c
y la isoforma RET9, lo que pone de manifiesto el papel de STAT3 como mediador aguas
abajo de la funcion de NRTN (Zhou et al., 2013) promoviendo el crecimiento de las
neuritas y la diferenciacién neuronal.

PAX6 cuya expresion estaba anormalmente disminuida en los precursores
entéricos. Corresponde a un factor de transcripcién altamente conservado en
vertebrados e invertebrados perteneciente a la familia de los denominados "paired-

"

box". La proteina contiene dos dominios de unidon al ADN: el dominio bipartito
emparejado (paired domain, PD) y el homeodominio tipo emparejado (homeodomain,
HD), los cuales pueden unirse al ADN de forma independiente o cooperativa (Zhang et
al. 2010; Georgala et al. 2011) y estan separados por una region rica en glicina. El
extremo C-terminal se encuentra enriquecido en residuos de prolina, serina y treonina
(PTS) susceptibles de ser fosforilados. Este ultimo actia como domino de
transactivacion (Xu et al. 1999; Shaham et al. 2012). Su actividad principal es regular
la proliferacion y diferenciacién celular, modulando de forma directa la expresiéon de
diferentes moléculas efectoras.

Dentro del desarrollo del SNC desempena un papel fundamental en
diferentes procesos, entre los cuales destacan la configuracion del tubo neural,
migracion neuronal y establecimiento de los circuitos neuronales Pax6 es esencial en la
generacién de nuevas neuronas a partir de células madre y progenitores neurales
durante los estadios iniciales del desarrollo del SNC, asi como en los nichos
neurogénicos en estadios mas tardios (Osumi et al., 2008), siendo capaz de promover
la diferenciacién neuronal de una forma dependiente de contexto (Kamachi et al.,
2001; Scardigli et al., 2003). Ademas, esta implicado en el desarrollo de los ojos,

pancreas e hipdfisis, actuando como un regulador multifuncional de la proliferacion y
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la diferenciacién, mostrando un patrén de expresion espaciotemporal muy complejo,
asi como una gran variabilidad en los niveles en que se expresa (Osumi et al., 2008;
Shaham et al., 2012). Esta capacidad que le permite desempefiar diversas funciones
segun el tejido donde se esté expresando, es posible gracias a la existencia de varios
dominios funcionales que median la uniéon al ADN y las interacciones proteina-
proteina, asi como, interaccionar con otros factores de transcripcion y, de forma
sinérgica, regular la expresién de los genes diana (Chauhan et al., 2002; Wolf et al.,
2009).

Sin embargo, no hay evidencia sobre el papel de PAX6 en el desarrollo del
SNE. Nuestros resultados muestran que PAX6 se expresa en precursores entéricos y
especificamente en pacientes su expresion estaba muy disminuida, lo que nos llevé a
intentar dilucidar cual es la funcion de PAX6 en el desarrollo del SNE en el contexto de
la enfermedad HSCR, y cudles podrian ser las causas de la bajada en los niveles de

expresion observada en los pacientes.

5.3.1 El balance en la expresion de las dos isoformas mayoritarias de PAX6 no
parece ser necesario a nivel de precursor entérico
La isoforma de PAX6 mds abundante es la conocida como "candnica",

existiendo una forma alternativa de PAX6 que se obtiene por el splicing alternativo del
exon 5a (PAX6(5a)), dando lugar a una insercién de 14 aminodcidos en el dominio PD.
Este dominio estd compuesto, a su vez, por dos subdominios: en el extremo N-terminal
(PAI) y en el extremo C-terminal (RED), los cuales se pliegan formando 3 a-hélices, 2 de
ellas daran lugar a un motivo hélice-giro-hélice (HTH) (Epstein et al., 1994; Singh et al.,
2000). Los 14 aminoacidos adicionales en la isoforma 5a, se insertan en la primera a-
hélice del motivo HTH del subdominio PAI, por lo que interfieren con la capacidad de
union al ADN del subdominio PAI, mientras que se favorece la unién a través del
subdominio RED. En mamiferos, el ratio entre la isoforma candnica y la 5a depende del
tejido, lo cual es un indicativo del desempefio de diferentes funciones en dichos tejidos
(Pinson et al., 2005). Ambas isoformas se expresan en telencéfalo, diencéfalo y
rombencéfalo, sin embargo, durante la neurogénesis temprana los niveles de
expresion de la isoforma candnica son entre 6 y 10 veces mayores que los de la

isoforma 5a. Los mecanismos reguladores de la expresién de estas dos isoformas
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durante el desarrollo del SNC se desconocen. No obstante, se ha podido demostrar
gue dichos niveles de expresion estan sometidos a una autorregulacion tanto positiva
como negativa in vivo (Georgala et al., 2011; Saham et al., 2012). El dominio PD que
difiere en ambas isoformas es fundamental para un adecuado desarrollo cerebral,
formando parte en la regulacion de la neurogénesis, proliferacion celular vy
segmentacion (Singh et al.,, 2000; Garvie et al.,, 2001; Watkins et al., 2004). La
sobreexpresién de la isoforma candnica afecta a los procesos de proliferacion y
diferenciacién neuronal, mientras que la sobreexpresién de la isoforma 5a afectard
Unicamente a la proliferaciéon (Osumi et al., 2001; Sansom et al., 2009).

Durante el desarrollo del SNE no existen datos previos sobre el ratio de
expresion que existe entre ambas isoformas. Del estudio realizado para medir sus
niveles de expresion en los precursores entéricos de pacientes HSCR versus controles,
se obtuvo de nuevo la bajada de expresion obtenida previamente en sendos estudios
utilizando TLDA. Sin embargo, no existian diferencias estadisticamente significativas en
cuanto al ratio de expresion entre ambas isoformas. Se podria hipotetizar que dichos
precursores entéricos se encuentran en un momento transitorio recibiendo diferentes
sefiales del medio extracelular y no parece ser esencial la ratio PAX6/PAX5a para la

decision del precursor entérico (proliferacién / diferenciacién).

5.3.2 Diferente distribucion alélica y genotipica del SRT (AC)m(AG)n localizado
en el promotor P1 de PAX6, en pacientes HSCR versus controles.
Con el objetivo de explorar los mecanismos subyacentes a la bajada de

expresion de PAX6 observada en los precursores entéricos de pacientes HSCR, se
realizé el estudio molecular completo del gen. En primer lugar, se realizo el rastreo
mutacional de la secuencia codificante completa en la cohorte de pacientes, pero no
se identificd ninguna mutacion potencialmente patégena. Por otra parte, se analizé la
distribucién alélica y genotipica del elemento repetitivo (AC)m(AG)n localizado en el
promotor P1 de PAX6. Se trata de una secuencia altamente polimodrfica, que se
manifiesta con diferencias en la longitud de los distintos alelos que surgen de la
existencia de un numero diferente de repeticiones dentro del motivo basico. Dentro
de este motivo es polimorfico tanto el numero de repeticiones AC como el numero de

repeticiones AG, aunque en este caso se estudié en bloque. Se ha demostrado que la
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diferente longitud de este motivo repetitivo influye en la eficiencia transcripcional del
promotor P1 y modula de forma diferencial la expresion de PAX6 en corteza
cerebelosa humana (Okladnova et al.,, 1998). Existen numerosos ejemplos de
enfermedades humanas que son causadas por variaciones no codificantes en las
regiones reguladoras de los genes respectivos, cuyo mecanismo consiste en la
interrupcion de una adecuada regulacion de la expresion génica. Asi, en la Ataxia de
Friedreich ( FRDA ), la expansion de la repeticién GAA en el primer intrén del gen FRDA
resulta en niveles disminuidos de la proteina frataxina por inhibicién de le elongacién
durante el proceso de transcripcidn, cuya deficiencia conduce a la apariciéon de
lesiones progresivas en sistema nervioso central y periférico. Otro ejemplo es el
Sindrome de X fragil, causado por el silenciamiento transcripcional del gen FMR1
debido a una expansion progresiva del trinucleétido CGG en la regidén 5' no traducida
del gen y la subsecuente hipermetilacién de la Isla CpG, que tiene como consecuencia
la ausencia del producto proteico.

Los resultados obtenidos tras el analisis de este polimorfismo, mostraron
diferencias estadisticamente significativas entre pacientes y controles tanto en la
distribucién alélica como genotipica, observando una sobre-representacion de
aquellos alelos con mas de 26 repeticiones en el grupo de pacientes HSCR. Se realizé el
analisis in silico de la secuencia y se comprobé que al introducir alelos con un nimero
igual o mayor a 29 repeticiones, se perdia la unién de la proteina EP300 la cual tiene
su secuencia diana directamente en la regién flanqueante a la secuencia (AC)m(AG)n,
muy conservada entre especies. Este hallazgo se confirmd in vitro mediante
inmunoprecipitacion de cromatina a partir de ADN extraido de cultivos de precursores
entéricos de paciente HSCR y control, y posteriormente amplificando un fragmento
gue incluia tanto la regién polimérfica como la regidon conservada de unién a p300. El
paciente que presentaba un numero de 28 repeticiones mostré una intensidad de
banda mucho menor, lo que sugiere una menor eficiencia de unidén de la proteina p300
al promotor de PAX6.

La proteina p300 es un co-activador que posee actividad acetiltransferasa de
histonas y ademds es capaz de reclutar a otras histona-acetiltransferasas. La
acetilacion de histonas es una marca epigenética que promueve la relajacion local de la

estructura de la cromatina liberando la represidn transcripcional y facilitando la
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actividad de la maquinaria de transcripcion basal (Lee et al.,, 2001). Como ya se
comentd, PAX6 es un factor esencial para el desarrollo de diferentes tejidos,
incluyendo ojos, sistema nervioso central y pancreas. Ademas, esta implicado en una
serie de procesos bioldgicos fundamentales que incluyen la proliferacion celular, la
migracion, la adhesion y sefalizacién celular. Es por ello que los mecanismos por los
gue PAX6 regula sus dianas y a su vez su expresion es regulada, dependera de
interacciones con multiples proteinas. Atendiendo a esos otros tejidos donde PAX6
también se expresa, la interaccion de la proteina p300 con PAX6 ya habia sido descrita,
tanto en el desarrollo del ojo como del pancreas, y como se esperaba esta interaccién
regula positivamente la expresion de PAX6 (Kim et al., 2006, Cvekl et al. 2004). Por
tanto, se podria sugerir que el aumento de repeticiones dentro de dicha region origina
una pérdida de la unién de p300 y una regulacion negativa a nivel de la transcripcién
de PAX6 también en precursores durante el desarrollo del SNE. Dado el papel otorgado
a PAX6 durante la neurogénesis, cabe pensar que, problemas en la regulacién de la
neurogénesis del SNE podrian dar lugar a una diferenciacion aberrante de estos
precursores entéricos traduciéndose en un incorrecto desarrollo del SNE y posible
aparicion de HSCR. Este numero de repeticiones elevado también se encontrd en un
57,05% de los individuos control que eran heterocigotos para alelos con un numero
mayor de 26 repeticiones, frente al 73,47% de pacientes HSCR. Es por ello que deben
existir eventos moleculares adicionales que contribuyan a la bajada de expresién tan
acusada que se obtuvo en precursores entéricos de pacientes HSCR con respecto a

controles.

5.3.3 PAX6 es una diana de la metiltransferasa DNMT3B.
Como ya se ha mencionado, cambios en los patrones de metilacion v,

acetilacion/desacetilacion y fosforilacion de las histonas, ocurren en combinaciones
especificas que crearan patrones diferenciales de expresion génica. Dado que los
precursores entéricos de pacientes HSCR presentaron unos niveles de expresién
anormalmente disminuidos para la metiltransferasa de novo DNMT3B, se decidio
estudiar si PAX6 era diana de DNMT3B y podria ser la metilacion otro de los

mecanismos implicados en la regulacién de la expresiéon de de este gen. Con este
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objetivo se realizd un ensayo de inmunoprecipitaciéon de cromatina a partir de ADN
extraido de cultivos de precursores entéricos de ratén. De este ensayo se obtuvo que
Pax6 es una diana especifica de Dnmt3b y concretamente las regiones reconocidas por
la proteina eran secuencias que presentaban un alto porcentaje de homologia con la
secuencia nucleotidica en humanos y habian sido anotadas como Islas CpG dentro del
promotor de PAX6 humano. Debido a las limitaciones de muestra de humano, este
ensayo se realizd en NLBs pocedentes de intestino de raton, es por ello que a
continuacion se decidié estudiar el estado de metilacion de los fragmentos
reconocidos por la proteina que correspondian a islas CpG presentes en el promotor
de PAX6 utilizando ADN, transformado con sales de bisulfito sddico, obtenido a partir
de cultivo de precursores entéricos de pacientes HSCR y controles. El analisis de los
perfiles de metilacion de forma semicuantitativa de ambos fragmentos, resultd en
perfiles de metilacion diferentes en pacientes con respecto a los controles para el
primer fragmento, existiendo un incremento de la metilacion en el caso de los
pacientes, mientras que para el segundo fragmento no se obtuvieron diferencias.
Resultado que se confirmd de forma cuantitativa mediante pirosecuenciacion.

La ausencia de metilacion dentro de las denominadas islas CpG, se ha
asociado a promotores génicos activos, estado que presentan la mayoria de células
madre embrionarias, la cuales conforme van aumentando su grado de diferenciaciény
compromiso con el linaje celular especifico, adquiriran unos niveles de metilacion
mayores. Los procesos epigenéticos, entre los que se encuentra la metilacién, van a ir
modelando el fenotipo celular confiriendo una identidad propia a cada uno de los tipos
celulares presentes en el organismo, activando o desactivando la expresion selectiva
de genes.

Por ello, unos patrones de metilacion aberrantes del promotor de PAX6
tendran repercusién sobre la expresion de dicho gen y a su vez, sobre la expresién de
los genes regulados directamente por el mismo, teniendo una posible repercusiéon
sobre los procesos de diferenciacion y proliferacion de los precursores entéricos. Por
tanto, este estudio supone un importante comienzo hacia el estudio de los patrones de
metilacion de los genes diana de la proteina DNMT3B y la importancia que puede
tener este mecanismo en el desarrollo de HSCR, asi como el hallazgo de la implicacion

de estos dos nuevos genes, en el desarrollo del SNE en el contexto de HSCR.
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- Los estudios de expresidn génica realizados en precursores neurales aislados del SNE
de pacientes HSCR y controles, constituyen una aproximacion fiable, y altamente
reproducible para la caracterizacion de dichos precursores y la identificacién de nuevos
genes implicados en el desarrollo del SNE en el contexto de l|a Enfermedad de

Hirschsprung.

-A partir de los resultados obtenidos en el estudio de expresion diferencial en los
citados precursores entéricos, se han identificado 10 genes (DNMT3B, FN1, LAMCI,
PAX6, NESTINA, PECAM, SEMA3A, CDYL, MEIS1 y STAT3) con un posible papel en la
etiopatogenia de HSCR.

-La metiltransferasa DNMT3B mostré una bajada significativa en los niveles de
expresion en precursores entéricos de pacientes HSCR en comparacion con los
controles, asi como mutaciones potencialmente patogénicas dentro de su secuencia
codificante. Estas evidencias, nos permiten proponer a DNMT3B como nuevo gen

implicado en la aparicion del fenotipo HSCR.

-La bajada de expresion de DNMT3B se tradujo en una hipometilacion global en los
precursores entéricos de pacientes HSCR en comparacién con los precursores
procedentes de los controles, evento que potencialmente puede inducir la aparicién
de patrones de expresion aberrantes, poniendo de manifiesto por primera vez la
implicacion de un mecanismo epigenético en relacién con el desarrollo de la

Enfermedad de Hirschsprung.

- La disminucién de los niveles de expresion del factor de transcripcion PAX6 en
precursores entéricos de pacientes HSCR en comparacion con controles, nos permite
proponer a PAX6 como nuevo gen implicado en el desarrollo del SNE con un posible

papel en la etiopatogenia de HSCR.

-El analisis de la distribucién alélica y genotipica del elemento repetitivo (AC)m(AG)n
localizado en el promotor P1 de PAX6 mostré diferencias estadisticamente

significativas entre pacientes HSCR y controles. La diferente longitud de este motivo
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repetitivo influye en la eficiencia transcripcional del promotor y modula de forma
diferencial la expresion de PAX6, por tanto, se presenta como uno de los mecanismos
responsables de la disminucién de los niveles de expresion observado en pacientes

HSCR.

-La expansion del dinucledtido (AC)m(AG)n dentro del promotor de PAX6 en pacientes
HSCR da lugar a una menor eficiencia de union de la proteina p300 a dicho promotor.
Evento que se postula como posible mecanismo regulador de la expresion de PAX6,
poniendo de manifiesto la implicacion de p300 en el desarrollo del SNE y por tanto en

la aparicion de dicha patologia.

-Se ha podido confirmar la implicacion de la metilacidén en la etiopatogenia de HSCR y
se ha identificado el gen PAX6 como diana directa de la actividad de DNMT3B, el cual
presenta unos patrones de metilacion aberrantes en dos regiones dentro del
promotor, evento que se propone como responsable de la disminucion en los niveles

de expresion transcripcional de dicho gen.

-En el presente trabajo se presentan dos nuevos mecanismos reguladores de la
expresion génica, procesos de metilacidn y regiones altamente repetitivas o
microsatélite, como procesos implicados en el desarrollo del SNE, fallos en los cuales

podrian tener una clara consecuencia en la apariciéon de HSCR.
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Anexo

Tabla 1: Variantes de secuencia detectadas en el rastreo mutacional del gen DNMT3B

Cambio nucleotidico

c.-6-176C>T
c.142+117G>A
c.142+79G>A
c. 142+36C>A
c.432+75G>A
c.432+76T>A
c.654+54A>G
€.654+30T>C
€.654+111G>A
€.654+129A>G
€. 922-123G>A
€.922-55C>A
€.922-57G>T
€.922-8C>T
¢.1066-113G>A
¢.1066-135G>T
¢.1066+653G>A
€.1066-55G>T
c.1252+13T>G
€.1252-70G>T
€.1252-59G>C
€.1297+30C>T
c. 1377+4126C>T
c.1377+60C>T
c.1378-113C>A
c.1572T7>C
€.1759-5C>G
€.1759+122C>A
c.1872C>T
c.1881C>T

Cambio aminoacidico

Cys524Cys

Tyr624Tyr
Asp627Asp

Referencia

rs6058885

rs181671547

rs4911108
rs73258152
rs79368590

rs6057645

rs1474738

rs200508870

rs993419

rs910085

rs875041
rs6058890
rs192769774
rs6057648
rs6058891
rs1997797

rs17123657

Tabla 2: Genes contenidos en la Placa TLDA: TagMan® Array Human

Network in Embryonic Stem Cell.

Transcriptional Regulatory

GAPDH CDYL GATA6 HESX1 MEIS1 ONECUT1 RIF1 SOX2
HPRT1 EOMES GBX2 HNF4A MYF5 0TX1 SALL1 STAT3
GUSB ESX1 GJD2 HOXB1 MYST3 PAX6 SET TCF711
CALB1 FOXC1 GRIN1 I1SL1 NANOG POUSF1 SIX3 TRIM24
CDX2 FOXD3 GSX2 JARID2 NEUROD1 REST SKIL ZFHX3
18S GATA4 HAND1 LHX5 NEUROG1 RFX4 SMARCAD1 Z1C3
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Tabla 3: Variantes de secuencia detectadas en el rastreo mutacional del gen PAX6

Cambio nucleotidico

c.-476C>T

c.-129+9G>A

c.-118 T>C

c.11-40T>A
c.11-41T>C

c.11-96C>A
c.183-4G>A

€.399+61C>A
€.400-18delT

c.873G>A

€.958+33T>A
¢.960T>C

c.1183+43T>G

Cambio aminoacidico

GIn291GIn

Val320Val

Referencia
rs1806181

rs56139994/CS072275

rs73477673
rs369596046
rs149053004

rs73477665

rs3026393
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