\\\ Fundacié
’ La Maraté de TV3

20é SIMPOSIUM

Malalties neurodegeneratives

BIOMEDICINA DE SISTEMES PER DESENTRELLAR LES
BASES MOLECULARS I EL MODEL DE LA MALALTIA DE LA
MOTONEURONA CORTICOESPINAL

Carlos Casasnovas Pons

IDIBELL Institut d'Investigacié Biomeédica de Bellvitge

M. Jesis Sobrido Gomez

Fundacién Ramon Dominguez

Cristina Pujades Corbi

Parc de Recerca Biomeédica de BCN / Universitat Pompeu Fabra
Mariona Juvé Font

IRBLL Institut Recerca Biomedica de Lleida



El coneixement actual sobre la paraplegia espastica hereditaria (HSP) i d’altres
trastorns que afecten les motoneurones suggereix que la degeneracié axonal que
comparteixen és una consequeéncia final de |'alteracié de processos com la composicio
de la mielina, el creixement de neurones, |I'adhesid i senyalitzacié cel-lular, la produccid
energetica de la mitocondria, el metabolisme de nucleotids, I'acoblament i transport
dels microtubuls, la biogénesi del reticle endoplasmatic o el metabolisme dels lipids.
Els objectius d'aquest projecte han estat: 1) construccié d’'una base de dades de
families espanyoles amb malalties de motoneurona ben caracteritzades clinicament i
geneticament, tot suggerint alteracié de mielina i/o metabolisme lipidic; 2) identificacio
i caracteritzacido metabolica i funcional de noves variants i/o gens implicats en malalties
de motoneurona, i 3) desenvolupament de models in vitro i in vivo de degeneracié de

motoneurona.

Per aconseguir aquests objectius hem realitzat estudis de seqlienciacié d’ultima
generacié (NGS) en 88 families amb malaltia de motoneurona sense diagnostic i hem
arribat a un diagnostic en 46 families, hem trobat 7 gens candidats nous i en 35
families no hem trobat cap gen candidat. El rendiment diagnostic molecular ha estat
del 60%. Per tal de trobar nous metabolits i vies metaboliques implicades a les
malalties de motoneurona, hem realitzat estudis d’integraciéo de metabolomica i
lipidomica i hem identificat, en pacients amb adrenomieloneuropatia, una signatura
lipiddmica que es defineix per nivells alts de fosfolipids, glirerolipids, esfingolipids o
esterols. A més, hem generat dos models de degeneracié de motoneurona in vivo (peix
zebra), knock-out de plp1 i de degsl1, que ens ajudaran a entendre millor la
fisiopatologia d’aquestes malalties en humans. Els primers pacients d’'una d’aquestes,
el déficit de DGS1, han estat diagnosticats i publicats pel nostre grup gracies a aquest

projecte.

1. Seqiienciacio6 d’altima generacié (NGS) i analisi bioinformatica
Hem seqiienciat 'exoma complet de 88 families amb malaltia de motoneurona

sense diagnostic, i s’ha arribat a un diagnostic en 46, hem trobat 7 gens candidats



nous i en 35 families no hem trobat cap gen candidat. El rendiment diagnostic

molecular ha estat del 60%.

Dels casos diaghosticats, hem trobat 6 variants de canvi de marc de lectura
(frameshift), 27 no sindnimes (missense), 3 delecions sense canvi de marc de lectura
(nonframeshift deletions), 6 d’empalmament (splicing) i 4 de terminacié prematura de
la proteina (stop-gain). D'aquestes variants, 25 no havien estat descrites previament.
Hem realitzat estudis de segregacio a totes les families en qué hem trobat gens
candidats a I'analisi de I'exoma. En total hem realitzat la validacié per Sanger de 228
variants, que es corresponen a 128 gens diferents, en tots els membres de la familia
dels quals disposavem de DNA. Per a l'avaluacié i classificacié de les variants hem
seguit les directrius de I’American College of Medical Genetics (ACMG) i I’Association for
Molecular Pathology (AMP) (Richards S et al., Genet Med., 2015, 17:405-24; Amendola
LM et al., Am J Hum Genet., 2016, 98:1067-76). Segons aquestes directrius, hem
identificat 24 variants patogéniques, 16 variants probablement patogeniques i 6

variants de significacié desconeguda (VUS).

Hem realitzat estudis de validacio in vitro en 8 gens:

CAPN1: Western blot i altres proves funcionals han confirmat aquest gen com a

causant de la malaltia en el pacient en estudi.

GFAP: estudis de transfeccié i microscopia han confirmat aquest gen com a causant de

la malaltia en el pacient en estudi.

SCN4A: assajos de transfecciéo de minigens (Fichou Y
et al., Transfusion, 2015, 55:1432-43) per avaluar
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ERBB4: assajos de transfeccié de minigens per avaluar I'existéncia d’anomalies
d’empalmament, ja que aquest gen no s’expressa en sang ni fibroblasts. Lesanalisis
han descartat aquest gen com a causant de la malaltia en el pacient en estudi.

PNKP: estudis de cDNA i assajos de transfeccido de minigens per avaluar |'existéncia
d’anomalies d’empalmament. Les analisis han descartat aquest gen com a causant de

la malaltia en el pacient en estudi.

A més, estem realitzant estudis de validacié en 2 casos de variants en gens no
associats a malaltia fins ara. En un dels casos hem fet estudis de cDNA i, en
col-laboracié amb un grup d’Estrasburg, estem realitzant estudis de complementacié en
llevat. En l'altre cas estem fent estudis de clonatge i transfecciod, aixi com altres estudis

d’expressié de proteina i efecte en el transport cel-lular a fibroblasts.

En 29 casos en els quals no s’ha arribat a cap diagnostic amb la seqlienciacié de
I'exoma complet, hem sequlienciat el genoma complet. Actualment estem realitzant
I’estudi bioinformatic d’aquests casos, que presenta una gran complexitat degut a la
ingent quantitat de dades que generen aquests estudis. Com en el cas de lI'estudi de
I'exoma, els gens candidats seran validats per Sanger, tot i que el projecte hagi

finalitzat.

2. Caracteritzacié metabolica de gens implicats en malalties de motoneurona
Per tal de buscar empremtes metaboliques indicatives de malaltia degenerativa de
motoneurona, ens hem centrat en pacients d’una de les malalties més representatives
de les que cursen amb degeneracié de motoneurona, I'adrenoleucodistrofia lligada a X
(X-ALD). La X-ALD és un trastorn neurometabolic hereditari causat per mutacions en el
gen ABCD1 i caracteritzat per una progressiva paraplegia espastica que afecta els
tractes corticoespinals i cursa amb insuficiéncia adrenal. Estan descrits diferents
fenotips dins de la X-ALD: a) adrenomieloneuropatia (AMN), que s’inicia en edat
adulta, afecta principalment la medul-la espinal en forma de paraparesia espastica i no
té caracter inflamatori important; b) AMN cerebral (AMNc), pacients AMN que
desenvolupen demeéncia, desordres del comportament i preséncia de resposta
inflamatoria en substancia blanca; c) adrenoleucodistrofia cerebral infantil (ALDc), amb
inici entre els 3 i els 10 anys d’edat i que es caracteritza per una resposta inflamatoria

gue causa desmielinitzacié.



En aquesta part de I'estudi ens hem basat en els fenotips clinics que cursen amb
paraparesia espastica, es a dir, AMN i AMNc. Hem utilitzat mostres de liquid
cefalorraquidi (LCR) i hi hem aplicat metodes de metabolomica i lipidomica basats en

espectrometria de masses.

Per tal d’analitzar el perfil metabolic caracteristic de cada un dels fenotips estudiats
hem fet una analisi multivariant on s’estudia la composicié de metabolits i
especificament d’espécies lipidiques presents en aquestes mostres, per veure si es pot
descriure un algoritme de diagnosi i, en cas positiu, quins serien els determinants
moleculars principals. Inicialment hem aplicat una analisi de components principals,
seguit d’'una analisi d’agrupament jerarquic. Aquestes proves han indicat que existeix
una signatura lipidomica comuna en pacients AMN i AMNc, que sembla definir-se per
nivells més alts de fosfolipids, glicerolipids, esfingolipids o esterols. Amb el test
d’ANOVA hem identificat 108 molecules diferencialment expressades i estadisticament
significatives entre els grups. Posteriorment hem integrat els resultats obtinguts als
estudis de metabolomica i de lipidomica, per realitzar una analisi d’enriquiment amb la
finalitat de trobar noves vies metaboliques afectades. Hem identificat 5 ceramides
augmentades en X-ALD. Les ceramides pertanyen a la familia dels esfingolipids i sén
potents molécules de senyalitzacid que intervenen en processos cel-lulars, tant
fisiologics com fisiopatologics. Hi ha evidencies de que I'acumulacié aberrant de
ceramides és neurotoxica i que intervé en la mort neuronal en malalties
neurodegeneratives. A més, tots els glicerolipids identificats en aquest estudi estan
augmentats a X-ALD. Aquests resultats reforcen la idea que el metabolisme lipidic juga
un paper crucial en la neurodegeneracié motora i ofereix bons candidats per a

investigacions futures d’altres malalties de motoneurona.

3. Desenvolupament de models in vivo de degeneracié de motoneurona
Per validar la patogenicitat dels gens candidats hem utilitzat com a model el peix
zebra, gracies als avantatges que presenta per a l'analisi funcional.

En primer lloc, hem identificat gens candidats i hem fet estudis filogeneétics per
coneixer el nombre de gens ortolegs al peix. Una vegada identificats els millors
ortolegs amb estudis de subfuncionalitat, hem analitzat els perfils d’expressio dels

gens.



En segon lloc, hem dut a terme tres aproximacions funcionals consecutives segons els

requeriments del gen candidat:

a) Generacié de peixos amb pérdua transitoria de funcié del gen per injeccié de

Morpholino amb defecte de I'empalmament.

b) Generacid de linies de peix zebra genoanul-lats (knock-out) estables utilitzant el
sistema d’edicié genomica CRISPR/Cas9. Tot i que aquesta técnica és molt interessant,
diversos informes han demostrat que es produeixen compensacions geniques en el cas

de gens crucials per a l'organisme.

c) En els casos que la mutacié del pacient dona lloc a un guany de funcié del gen
(GOF), hem injectat als embrions mRNA del gen en estudi.

Després de |'analisi de les mutacions trobades en els pacients, hem escollit els gens
seglents: plp1b, pgm2, dyncl, degs1 i fus. Després d’analisis preliminars de
I'estructura gen/proteina hem observat que algunes mutacions no causen fenotip, per
la qual cosa hem centrat els nostres estudis en els gens p/lp1b i degs1.

D’acord amb els objectius de I'estudi, una vegada identificats els gens mutats en els

pacients, hem seguit I'estrategia seglient:

CLONACOGENICA EXPERIMENTS FUNCIONALS ANALIS FENOTIPIC
* Gensde peix zebra pel * LOF. (RSFR- (-(bl-lulesde Mauthner: 3A10 \
perfil d’expressié (ISH) Cas9/ Morpholinos
* Genshumans per estudis «Organitzacié deles
de GOF * Estudisde rescat/ norescat motoneurones: a-lsi1

« Estudisde GOF: injeocié de Ramificacio axonal: a-znp
Nl J
*Comportament

J

3.1. Estudis filogenétics

Un dels pacients presentava una mutacié en el gen PLP1. Tot i que mutacions en PLP1
poden produir tant HSP com esclerosi lateral amiotrofica (segons la localitzacié de la
mutacid en el gen) i és un gen ben estudiat, es coneix poc quina és la seva participacio
en l'activitat mitocondrial i el seu efecte sobre el comportament locomotor associat a
les diferents mutacions que provoquen HSP. Amb els estudis filogenetics hem trobat

dos gens ortolegs al peix zebra: zplpla i zplplb. Amb els estudis d’expressio



espaciotemporal del gen per RT-PCR i hibridacié in situ, hem observat que zplpla i
zplp1b s’expressen durant I'embriogénesi i que p/p1b és I'Unic que s’expressa al
territori d'interés (oligodendrocits). Aquest resultats seran publicats aquest any (Joya

et al., 2019, en preparacio).

L'altre gen mutat en que ens hem concentrat és el DEGS1. La proteina DEGS1 és un
enzim amb activitat desaturasa que catalitza la conversié de dihidroceramida (DhCer) a
ceramida (Cer), a la via de sintesi de novo. Els estudis filogenetics han demostrat un
alt grau d’identitat entre el gen huma i el del peix zebra. En aquest cas, |'expressié del
gen esta enriquit a I'etapa de larvaria a cervell i medul-la espinal, especialment a

oligodendrocits.

3.2. Disseny de l’estratégia funcional, generacio i caracteritzacio dels peixos
mutants

En el cas del gen PLP1, hem dissenyat una estrategia CRISPR-Cas9 amb la finalitat de
desactivar les diferents variants de plp1b presents al peix zebra.

En el cas del gen DEGS1, a causa de la complexitat de la proteina, hem decidit
desactivar el gen amb I'Us del Morpholino bloquejador de I'empalmament (MO-DEGS1
e2i2).

Els peixos han crescut en heterozigosi i hem realitzat cribratges de portadors.
Posteriorment hem obtingut embrions creuant mascles amb femelles i els hem

genotipat.

3.3. Cribratge fenotipic

Hem dividit les analisis fenotipiques en les etapes segients:

-Efectes a les cél-lules: cel-lules de Mauthner (tincié 3A10), motoneurones (anti-Isl1),
desenvolupament i connexidé de les motoneurones axonals (anti-znp).
-Analisi del comportament locomotor espontani.

-Activitat mitocondrial basada en I’'Us de Tg[UAS:mitoDsRed].

Els nostres estudis han demostrat que el model de peix zebra MO-DEGS1 presenta un
augment de 10 vegades del quocient DhCer/Cer, un nombre reduit d'oligodendrocits
(alteracié de la mielinitzacid) i discapacitat locomotora, consistent en el fenotip dels

pacients. A més, hem demostrat també que el farmac FTY720 millora el fenotip del



peix. En col-laboracié amb grups internacionals, hem aconseguit reunir 19 pacients
amb mutacions a DEGS1 que presenten un fenotip compatible amb els casos
espanyols. La descripcio dels pacients i els resultats obtinguts amb el peix han estat
publicats recentment (Pant et al., 2019, J Clin Invest). A hores d’ara hem comencat un

tractament d’Us compassiu amb FTY720 en alguns dels pacients diagnosticats.

Malgrat alguns exemples encoratjadors, un diagnostic no sempre comporta un
tractament. La realitat és que la majoria de malalties mendelianes conegudes no poden
ser tractades amb éxit, com a minim actualment. No obstant aix0, no es pot
infravalorar la importancia de rebre un diagnostic especific i correcte, per a les families
afectades. Els pacients amb paraparésia espastica requereixen sovint atencié a temps
complet des de molt joves, la qual cosa suposa una carrega molt dificultosa per a la
familia del pacient. Es fascinant veure la dedicacié i I'amor que mostren les families en
la cura de persones amb déficits neuroldogics complexos durant molts anys. Per a ells,
el simple coneixement de I'explicacio real de la malaltia pot proporcionar confort. El
diagnostic correcte també pot facilitar la prestacié de serveis sanitaris i socials, i també
un consell genetic adequats. Per descomptat, I'esperanca és que conéixer el diagnostic
correcte també permetra un enfocament més especific per a futures terapies tan aviat
es vagin descobrint. L'aplicacié precog de la seqlienciacié d’ultima generaciéo (NGS) pot
acabar amb una “odissea diagnostica” que sovint és tediosa, costosa i emocionalment
esborronadora; per tots els motius esmentats anteriorment, I’'Us d'NGS és simplement
una bona practica médica. Hi ha poques arees terapeutiques que es puguin beneficiar
més d’aquest nou paradigma en la genética clinica que els trastorns neuroldgics,
especialment els que afecten els nens. Hi ha diverses raons interconnectades per a
aix0: ja s’ha demostrat que moltes de les malalties neuroldgiques tenen una base
geneética; sovint és dificil preveure el defecte genetic segons la clinica del pacient;
s’estan descrivint noves variants causants setmanalment, i és costos i feixuc realitzar
estudis gen per gen. A més, el cost global dels trastorns neurologics inexplicables és
immens. L'NGS pot facilitar el diagnostic molecular individualitzat en pacients i families

amb malalties no diagnosticades fins ara i sense explicacio.



El model de diagnosi tradicional per I'avaluacié d’un individu amb un trastorn geneétic
putatiu inclou la formulacié d’una hipotesi diagnostica que pot constar d’un ventall de
possibilitats. Aquests possibles diagnostics son provats a través d’una varietat
d’analisis: bioquimiques (sang, orina, liquid cefalorraquidi), estructurals (RMN),
funcionals (EEG) i de gens especifics. Un estudi recent va examinar les implicacions
economiques del diagnostic basat en I'estudi de seqliéncies completes de I'exoma
(WES) en el context de 500 pacients avaluats mitjancant proves geneétiques
tradicionals (Shashi V et al., Genet Med. 2014 Feb;16:176-82). Aquest treball va
demostrar que si el diagnostic no és clinicament evident a la primera visita, la mitjana
del cost per diagnostic genétic realitzat amb proves tradicionals és aproximadament de
25.000 dolars. El cost del WES, d’altra banda, actualment no arriba als 500 euros per
mostra. Per tant, quan s’utilitza en un entorn adequat, el WES té el potencial de
proporcionar un benefici de cost significatiu per al pressupost sanitari i per a la
societat. Aquest projecte ha permes el diagnostic per a 46 families que, amb els
meétodes tradicionals, havien quedat sense diagnosticar. La implementacié d’aquesta
metodologia a les primeres etapes diagnostiques hauria estalviat, a la sanitat publica,
costos molt elevats. Amb aquesta finalitat s’esta seguint un estudi col-laboratiu en el
qual participen els principals hospitals de Catalunya i del qual forma part el nostre
grup, financat per la Generalitat, que finalitzara a final del 2019 (Implementacié de la
medicina personalitzada basada en la gendmica en malalties minoritaries neurologiques
no diagnosticades; SLT002/16/00174-PERIS).
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