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1. Resumen

La miocardiopatia hipertrofica (MCH) es la enfermedad cardiaca hereditaria mas
frecuente y afecta al 0,2% de la poblacion. La HCM es una enfermedad marcada por
una heterogeneidad fenotipica y genotipica. La miocardiopatia de no compactacion
ventricular izquierda (LVNC) se asocia frecuentemente con HCM, pero se desconoce si
HCM y LVNC son entidades de enfermedades genéticamente o mecanicamente
conectadas. Nuestro objetivo principal es identificar los interactores genéticos y de
mecanismo que vinculan HCM y LVNC, lo que podria explicar la comorbilidad presente
en un subconjunto de pacientes con HCM, asi como arrojar luz sobre la relacién
genotipo-fenotipo actualmente poco conocida en estas cardiomiopatias hereditarias.

Para este propdsito, proponemos generar:

1) Datos clinicos e imagenes de una gran cohorte de pacientes con MCH (1.090), que

se analizaran para establecer la prevalencia de LVNC.

2) Secuenciacion de nueva generacion (exoma) en un grupo seleccionado de 50
familias con HCM y LVNC, seguida de analisis de patogenicidad y cosegregacion y por

correlacién genotipo-fenotipo.

3) Modelos de enfermedad avanzada que utilizan lineas de células madre pluripotentes
inducidas (iPSC) de pacientes con HCM y LVNC con mutaciones conocidas, y

organoides de miocardio-endocardio generados in vitro.

4) Los interactivos putativos que unen HCM y LVNC, que se encuentran en estudios
genéticos de pacientes y analisis de mecanismo en modelos avanzados de
enfermedades, se validaran funcionalmente utilizando lineas celulares derivadas de

pacientes y peces cebra.

Nuestros resultados deberian conseguir lo siguiente:

1) Identificar variantes genéticas que predispongan a los pacientes con MCH a
desarrollar LVNC.



2) Identificar mecanismos patogénicos que cooperan en los cardiomiocitos derivados

del paciente para desarrollar fenotipos HCM o LVNC.

3) Proporcionar una comprension mas clara de la relacion genotipo-fenotipo en las

cardiomiopatias hereditarias.

2. Resultados

Objetivo especifico 1: identificacion de variantes genéticas que predisponen a

los pacientes con MCH a manifestar LVNC

Tarea especifica 1.1: seleccion de pacientes para analisis de imagenes

El socio 3 produjo y revisé una lista de pacientes con MCH con imagenes de eco de alta
calidad (grupo 1-Eco, n = 800), de los cuales el 29% cumplieron con los criterios de
LVNC. También se produjo una lista de pacientes con imagenes CMR disponibles para
su evaluacion tradicional y automatica (software dedicado) (grupo 1-CMR, n = 299).
Todos los casos en este grupo fueron revisados y clasificados segun si cumplian los
criterios actuales de LVNC (27%) o no (73%). También se produjo una lista adicional
de portadores silenciosos (sin HVI) con CMR disponible (grupo 2, n = 35), completando

asi la tarea de seleccién de pacientes.

Tarea especifica 1.2: imagen cardiaca

El socio 3 completd la revisidn de las imagenes almacenadas de la ecocardiografia

(n = 1.090) (Xcelera) y la resonancia magnética cardiaca (n = 424) (PACS y Xcelera)
de pacientes con MCH. Se elaboraron las listas de pacientes de los 3 grupos y se
recopild su informacidn clinica en una base de datos dedicada. Se revisé el 100% de
las imagenes ecocardiograficas y los individuos se clasificaron segun el criterio de LVNC
y no LVNC. Se reviso el 100% de las imagenes de CMR y los pacientes se clasificaron
de manera similar segun si cumplian o no con los criterios de CMV de LVNC. Las
imagenes CMR también se recopilaron y se convirtieron al formato de archivo
apropiado para la medicidn automatizada de trabeculaciones. El ingeniero contratado

completd el analisis de estas imagenes.



Tarea especifica 1.3: seleccion de pacientes para estudios genéticos

Segun los resultados preliminares del analisis de imagenes cardiacas, el socio 3
produjo una lista de 50 familias candidatas con HCM y LVNC. La lista final se anoté
completamente con los resultados de la trabeculacion del analisis de imagenes CMR
automatizado con un software dedicado. Para el anadlisis del exoma, se priorizaron las
familias con un mayor niumero de individuos afectados, y sus muestras fueron
recolectadas, almacenadas en un biobanco (IMIB) y se extrajo el ADN. En coordinacion
con el socio 2, otras 50 familias no relacionadas con LVNC fueron seleccionadas para
una secuenciacion profunda, sus muestras fueron recolectadas, almacenadas en un
biobanco (IMIB) y se extrajo el ADN.

Tarea especifica 1.4: secuenciacion de proxima generacion

La secuenciacion del exoma se completd en un esfuerzo coordinado por los socios 1, 2
y 3 en muestras de casos indice y familiares evaluados de las 50 familias seleccionadas
inicialmente con HCM-LVNC, y de casos indice y familiares evaluados de las 50 familias
adicionales con LVNC. Las variantes detectadas se confirmaron mediante secuenciacién
de Sanger. Los socios 2 y 3 realizaron los estudios de patogenicidad de las variantes,
cosegregacion y correlaciones genotipo/fenotipo. Estas actividades condujeron a la
identificacion de genes candidatos y a la generacién de los siguientes modelos de
ratones (véanse mas detalles en la tarea especifica 3.1): Bcl7a”®C~+, Mib1Vo43F/+,

Cep 192T1522M/+ y me3F191X/+.

Objetivo especifico 2: generacion de modelos avanzados de enfermedades

para investigar las interacciones mecanicistas entre HCM y LVNC.

Tarea especifica 2.1: Edicion del genoma de iPSC especifico del paciente

Las lineas iPSC que representan a dos pacientes con MCH que portaban la mutacién
K600fs en MYBPC3, disponibles en el laboratorio del socio 1, fueron corregidas por
genes mediante la edicion de genes mediada por CRISPR/Cas9 para generar controles
isogénicos. Los iPSC especificos del paciente que albergan la mutacién MIB1R>30X ge
editaron de manera similar para producir controles isogénicos. Un iPSC de tipo salvaje
utilizado como control también fue editado con éxito para incorporar la mutacion
MIB1R53%% | a correccion genética de las lineas iPSC especificas del paciente que
portaban la mutacion MIB1V°43F presentaba dificultades adicionales. Para abordar esto,

el socio 1 probd e implementd una plataforma robusta basada en la nucleofeccion de la



proteina Cas9 y los sgRNA modificados quimicamente para una mayor eficiencia de la
edicion del genoma. Ademas, el proceso de seleccién se optimizd aun mas para la
seleccién de clones iPSC editados con éxito. Estas modificaciones dieron como
resultado la generacion exitosa de controles isogénicos para lineas iPSC que portaban
la mutacion MIB1V?43F, |a introduccion de la mutacion MIB1V°43F en el control iPSC vy la
introduccion de la mutacion MYBPC3K699 en heterocigosis en dos hiPSC de control de
tipo salvaje diferentes. La optimizacién de la edicién del genoma que contiene grandes
inserciones se realiz6 comparando diferentes tamafos de brazos de homologia y
formatos de plantillas. Para este propdsito, se desarrolldé una linea de reportero
fluorescente hiPSC para NKX2.5 (el principal factor de transcripcion expresado en
progenitores cardiacos). La purificacion de poblaciones progenitoras cardiacas
tempranas fue instrumental para el desarrollo de organoides cardiacos (véase la tarea

especifica 2.4).

Tarea especifica 2.2: diferenciacion cardiaca de iPSC especifica del paciente

El socio 1 logro la diferenciacion cardiaca de control, MYBPC3K600fs y MIB1R>30X mutante
iPSC usando condiciones de diferenciacion de monocapa y en capas de alimentacion de
células endocardicas ventriculares embrionarias de ratén (MEVEC, proporcionadas por
el socio 2). El grado de diferenciacién se examind usando gqRT-PCR de varios
marcadores cardiacos y se considerd demasiado inmaduro. Para superar este

problema, implementamos varios sistemas para aumentar la maduracion cardiaca:

1) El uso de factores y hormonas procardiogénicos, como la triyodotironina (T3) en
combinacién con el factor de crecimiento de insulina 1 (IGF-1) y la dexametasona, lo
gue resulté en la aparicién de cardiomiocitos con respuesta hipertréfica aumentada y

mayor capacidad de contraccién.

2) El uso de un biorreactor paralelo para perfusién continua y estimulacién eléctrica y

registro de construcciones de macroescala cardiaca.

Usando una combinacion de estos métodos, el socio 1 configurd las condiciones para
detectar fenotipos relacionados con HCM en cardiomiocitos de iPSC que llevan la
mutacion MYBPC3Ke00fs v obtuvo muestras durante la diferenciacion cardiaca de las
lineas iPSC especificas del paciente y los controles isogénicos descritos en la tarea

especifica 2.1.



Tarea especifica 2.3: perfiles de expresion durante la diferenciacion cardiaca

Las hiPSC derivadas de pacientes con HCM o LVNC se diferenciaron en cardiomiocitos
junto con sus lineas isogénicas corregidas por CRISPR. Se tomaron muestras en
diferentes puntos de tiempo para el perfil de expresidon génica. Los andlisis
preliminares identificaron importantes biomarcadores hipertréficos, como NPPA,
regulados por aumento en los cardiomiocitos derivados de HCM iPSC, destacando el
potencial de este sistema para recapitular los fenotipos del paciente. Ademas, el ARN
total extraido de las muestras de cardiomiocitos en diferentes momentos del proceso
de diferenciacion se controld por calidad y se envioé al socio 2 para elaborar el perfil de
expresion génica por RNAseq. Los resultados de estos analisis se estan comparando
actualmente con los de los modelos de ratén (véase la tarea especifica 3.1) y se

enviaran para su publicacién en breve.

Tarea especifica 2.4: analisis de organoides miocardio-endocardio

El socio 1 ha desarrollado un sistema in vitro de organoides cardiacos en 3D que se
asemeja a las primeras etapas del desarrollo cardiaco. Se basa en el cocultivo de
progenitores cardiacos tempranos y células endoteliales ventriculares. Utilizando el
indicador de fluorescencia descrito en la tarea especifica 2.1, hemos podido cocultivar
progenitores cardiacos purificados con FACS junto con células endoteliales
ventriculares en esferoides 3D. Las células endoteliales ventriculares pudieron
integrarse dentro de los cardiomiocitos y promovieron su crecimiento y maduracion. La
generacion de cultivos organoides cardiacos en 3D se probd con cardiomiocitos
derivados del control de hiPSC de tipo salvaje y se compard con iPSC que porta la
mutacion MIB1R>3%% para una validacion adicional. En este caso, encontramos que las
sefales secretadas dentro del sistema de cocultivo disminuyeron en los mutantes, lo
gue destaca el uso potencial de este sistema de cocultivo 3D para la validacion de

objetivos adicionales.

Objetivo especifico 3: validacion funcional de supuestos interactores

genéticos o mecanisticos

Tarea especifica 3.1: validacidon funcional de variantes genéticas raras

Como se describe en la tarea especifica 1.4, nuestros analisis de secuenciacion del
exoma identificaron dos nuevos genes candidatos que causan LVNC en la familia

extendida que portan la mutaciéon MIB1R>3X: APCDD1 y ASXL3, para los cuales se



encontraron mutaciones sin sentido que se segregaron conjuntamente con LVNC y con
la mutacién en MIB1. La validacién funcional de estos resultados se realizd mediante la
generacion de nuevas lineas de ratones genéticamente modificados utilizando la
edicion de genes basada en CRISPR/Cas9. Especificamente, los alelos mutantes
Apcdd1 y AsxI3 se generaron por microinyeccion de sgRNA, proteina Cas9 y ssODNs en
los pronucleos de embriones de ratdn en etapa de una célula que llevan el alelo
Mib1R539%X E| analisis de estos ratones mutantes triples se esta finalizando actualmente,
pero nuestros resultados hasta ahora indican que los animales heterocigotos triples
muestran un fenotipo LVNC. En la familia que portaba la mutacion MIB1V943F,
identificamos tres mutaciones cosegregantes en los genes CEP192, BCL7A y TMX3. La
validacion funcional se realizé generando lineas de ratdon que portaban las mutaciones
Cep192, Tmx3 o Bcl7A independientemente o en combinacion con el alelo Mib1V®43F, Sj
bien la caracterizacion detallada de estos modelos de ratones se extendera mas alla de
la linea de tiempo de este proyecto, nuestros datos preliminares indican que los
ratones triples heterocigotos mutantes para Mib1V°43F, Cep192 y Tmx3 desarrollan
anormalidades de la valvula cardiaca con alta penetracién. En conjunto, nuestros
resultados respaldan la hipétesis de que la LVNC (al menos la que involucra
alteraciones en la sefalizacidn de notch) tiene una herencia autosémica dominante

oligogénica, en lugar de monogénica.

Tarea especifica 3.2: validacién funcional de las vias de sefializacion

Hemos generado ratones con mutaciones dirigidas en MIB1 idénticas a los alelos
identificados en pacientes con LVNC (Val943Phe y Arg530X), utilizando la tecnologia
CRISPR/Cas9. Hemos establecido lineas endogamicas que llevan ambas mutaciones y
las hemos criado con el alelo Mib1flox. Curiosamente, la mutacién R530X combinada
en trans con el alelo floxed inactivado en el miocardio (Mib1R>3%%/Mib1f°X; cTnT-Cre/+)
causa LVNC, mientras que la mutacién V943F no causa LVNC en ninguna condicidn
(V943F /+, V943F/V943F o Mib1Ve43F/floxs cTnT-Cre/+). Ya hemos criado ambos
genotipos con los alelos nulos para Notchl y RBPJ, el receptor principal y el efector
unico de la via notch, en un intento de examinar si estos alelos Mib1 comprometen la
funcién de sefializacidon de notch al reducir la cantidad de funcién notch de tipo salvaje,
en un experimento tipico de sensibilizacion genética. Planeamos terminar esta parte
del proyecto en la primavera del 2020 y luego presentar los resultados para su

publicacién.



3. Relevancia y posibles implicaciones futuras

Relevancia

Este proyecto ha conseguido que avanzara nuestro conocimiento acerca de los
mecanismos moleculares subyacentes a la LVNC y las cardiomiopatias relacionadas, y
se espera que ayude al disefio de estrategias preventivas o terapéuticas para estas
enfermedades prevalentes. En particular, el desarrollo exitoso de este proyecto ha
generado nuevos conocimientos sobre las bases moleculares y celulares de HCM y
LVNC: se conocia muy poco acerca del proceso de compactacion trabecular y el inicio
de la hipertrofia cardiaca y cémo su alteracién puede causar cardiomiopatia. Nuestros
resultados han contribuido a mejorar nuestra comprensién de estas dos enfermedades

y, por lo tanto, al diseno de nuevos enfoques diagndsticos y terapéuticos.

Posibles implicaciones futuras
- Nuestros resultados se pueden aplicar para mejorar los tratamientos y la decisién
clinica: nuestro trabajo ha contribuido al establecimiento de criterios genéticos y de

imagenes para el diagndstico de HCM y LVNC y una mejor estratificacion del paciente.

- Este proyecto ha generado informacion valiosa para tomar decisiones o adoptar
politicas administrativas y para realizar el asesoramiento genético preciso para LVNC,
lo que resulta en un mejor manejo del paciente que ayuda a racionalizar y reducir los

costes para nuestro sistema nacional de salud.

- La implementacidn de este proyecto deberia ayudar a mejorar la calidad de vida de
los pacientes con LVNC vy la satisfaccién general del paciente. Nuestra investigacion ha
contribuido a mejorar el diagndstico genético de HCM y LVNC y a gestionar mejor a los

pacientes, en base a la nueva informacién genética y de imagen disponible.
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