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Antecedentes: La enfermedad de Dent (ED) es una tubulopatia proximal ligada al cro-
mosoma X, cuya afectacién en la poblacidn es minoritaria (afecta a menos de 5 personas por
cada 10.000 habitantes), por lo que es considerada una enfermedad rara. Esta enfermedad se
caracteriza principalmente por proteinuria de bajo peso molecular (PBPM), hipercalciuria,
nefrolitiasis o nefrocalcinosis y en algunos casos raquitismo. Se presenta en la infancia o en la
adolescencia y afecta de manera mds severa a los varones que a las mujeres. En la edad adulta,
los pacientes evolucionan con frecuencia hacia la insuficiencia renal crénica. Hoy en dia, los
tratamientos que existen estdn dirigidos a retrasar los principales sintomas de la enfermedad,
por lo tanto, el dafo en la funcién renal lleva a los pacientes a hemodidlisis y trasplante re-
nal. E1 60% de los pacientes presenta mutaciones en el gen CLCN5 (enfermedad de Dent-1)
que codifican a la proteina CIC-5, un intercambiador CI/H"* implicado en la endocitosis
del tdbulo proximal distal. Esta proteina forma homodimeros y sus o-hélices H, I, P y Q
participan en la formacién de la interfaz entre los dos monémeros. CIC-5 se expresa en la
membrana de los endosomas tempranos de las células del tibulo proximal, y desempena un
papel crucial en la endocitosis. Esto explica el defecto en la endocitosis y la proteinuria de
bajo peso molecular en los pacientes con enfermedad de Dent-1. Se han detectado mutacio-
nes en CLCN5 en mds de 300 pacientes con esta enfermedad. Asi mismo, nuestro grupo de
investigacién ha estudiado las causas genéticas y el fenotipo de la enfermedad de Dent en
Espana, identificando mutaciones en el gen CLCN5 en mds de 50 pacientes. Las mutaciones
mds frecuentes son mutaciones de cambio de sentido, mutaciones sin sentido e inserciones y

deleciones pequenas.

En este sentido, la identificacién y caracterizacién de mutaciones exdnicas presentes en
el gen CLCN5, han cobrado gran importancia. En nuestras investigaciones se ha observado,
mediante estudios funcionales, que el efecto patogénico de algunas mutaciones previamente
descritas como mutaciones de cambio de sentido no solo pueden causar un defecto a nivel
proteico con el cambio de un aminodcido por otro, sino que también puede afectar al proce-

samiento (corte y empalme) del pre-ARN mensajero.

A nivel proteico, nuestro grupo se ha interesado en el estudio de las mutaciones de clase
1, es decir, aquellas que hacen que la proteina CIC-5 mutante quede retenida en el reticu-
lo endopldsmico (RE) y no llegue a su lugar habitual (endosomas tempranos y membrana
plasmdtica). A través de experimentos de co-localizacién, nuestro grupo determiné que 4
mutaciones encontradas en pacientes con la enfermedad de Dent, p.(G466D), p.(G462S),
p-(G65R) y p.(V523del) (Ramos-Trujillo ez 4l., 2013), son mutaciones de clase 1. Este tipo

de defecto también se ha observado en otras enfermedades como el Parkinson, Huntington,



Resumen | 40

Esclerosis Lateral Amiotréfica, para las cuales ya se estdn probando compuestos conocidos
como chaperonas quimicas para su tratamiento, que son de distinta naturaleza y que favo-
recen el plegamiento de las proteinas, permitiendo que salgan del RE y lleguen su lugar de
accién. Actualmente se estdn probando chaperonas hidrofébicas como el dcido taurourso-
deoxicdlico (TUDCA) y el 4-fenilbutirato de sodio (4-PBA) que ya estdn aprobadas por la
FDA y por la EMA para el tratamiento de la cirrosis biliar y trastornos del ciclo de la urea,
respectivamente. Esto plantea asi la posible utilizacién de firmacos ya comercializados para
otras enfermedades (reposicionamiento de firmacos) que incluyan como principio activo a

una chaperona quimica.

Como otra alternativa en la busqueda de terapias efectivas para el tratamiento de la
enfermedad de Dent-1 nuestro grupo disefi y generd un ratén knock-in (KI) como modelo
de enfermedad que incluye la mutacién p.(V523del), ya que los ratones modificados genéti-
camente son de gran utilidad en el desarrollo de nuevas terapias. Para la enfermedad Dent-1
se han generado, con anterioridad, 3 ratones knock-out (KO) que carecen de una parte codi-
ficante del gen Clen5 y no expresan la proteina CIC-5. Estos ratones KO presentan el defecto
en endocitosis en el tibulo proximal y las principales anomalias fenotipicas de la enfermedad
de Dent-1. Sin embargo, se hizo necesario el disefio de ratones KI en los que se expresaran
mutaciones puntuales o pequefias inserciones o deleciones de CLCN5 y que ademds permi-
tieran el estudio del papel fisioldgico de la mutacién especifica que causa la enfermedad en
humanos. En este sentido, se ha estudiado el efecto patogénico de la mutacién p.(V523del)
en el rifdén in vivo en el ratén KI Clen5V523del, el cual manifiesta las principales caracteristi-
cas de enfermedad de Dent, la PBPB, hipercalciuria e hiperfosfaturia, al que ya se ha tratado

con la chaperona 4-PBA y observindose una disminucién importante de estos sintomas.

Objetivos: Los objetivos a desarrollar en esta Tesis Doctoral estdn centrados en determi-
nar el efecto de mutaciones exdénicas de CLCN5 en el procesamiento del pre-ARN mensajero;
en evaluar el efecto de 4 mutaciones de clase 1 seleccionadas sobre caracteristicas de la pro-
teina CIC-5 en una linea celular humana de rifdn; evaluar el efecto de dos chaperonas sobre
los modelo celulares y evaluar el efecto de una en el modelo de ratén KI Clen5V523del, con
el fin de aportar informacién sobre los mecanismos celulares y fisiolégicos de la enfermedad
de Dent y utilizar ambos modelos como plataformas de cribado pre-clinico de firmacos con

potencial terapéutico.

Metodologia: Se realizé un andlisis iz silico utilizando diferentes herramientas bioinfor-

mdticas que predijeran el efecto de presuntas mutaciones de cambio de sentido identificadas
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en el gen CLCNS sobre el procesamiento del pre-ARN mensajero. Las mutaciones selecciona-

das fueron estudiadas mediante el uso de sistemas de minigenes en combinacién con ensayos
in vitro usando células HEK293T.

Para el estudio con lineas celulares que expresan de forma estable proteinas que portan
mutaciones de clase 1, se generaron mutantes en células HEK293 introduciendo la ORF del
gen CLCNS5 en el vector de clonacién pEGFPN1 que da lugar a proteinas de fusién CIC-5
EGFP. Se cuantificaron los niveles de expresién de estas proteinas a través de citometria de
flujo, y se observé y caracterizé la localizacién y la agregacion de la proteina CIC-5 EGFP

WT y mutadas, mediante microscopia confocal en célula viva.

Para el andlisis del efecto del tratamiento con las chaperonas TUDCA y 4-PBA en los
modelos celulares, se determiné la dosis por ensayos de viabilidad con MTT, se trataron las
células con cada firmaco durante 24h y se determinaron los cambios en niveles de expresién,

localizacién y agregacién de la proteina CIC-5 EGFP.

Respecto al tratamiento del ratén KI Clen5V523del con la chaperona TUDCA, se tra-
taron tanto ratones KI como WT con el firmaco o con solucién salina (vehiculo) durante
20 dias por via intraperitoneal. Se tomaron muestras al inicio y final del tratamiento y se
analizaron los pardmetros bioquimicos caracteristicos de la enfermedad de Dent-1 (PBPM,

hipercalciuria, poliuria, hiperfosfaturia, entre otros).

Resultados: Se seleccionaron 13 mutaciones de un total de 63 de cambio de sentido
en el gen CLCN5 presentes en la bibliografia, en base a criterios establecidos previamente.
El andlisis mediante sistemas de minigenes mostré que 3 de ellas no solo son variantes de
cambio de sentido, sino que también generan cambios a nivel del pre-ARN mensajero, que
pueden ser explicados por la alteracién de sitios silenciadores activados a consecuencia de la

mutacion.

Las 4 mutaciones de clase 1 p.(G466D), p.(G462S), p.(G65R) y p.(V523del) alteran
los niveles de expresién, de agregacién y la localizacién de la proteina CIC-5 EGFP, en com-
paracién con la proteina CIC-5 WT. La mutacién p.(V523del) muestra mayores niveles de
expresién en comparacion con las variantes p.(G466D), p.(G462S), p.(G65R). Después de
tratar con 4-PBA y TUDCA aumentan los niveles de expresién de la proteina CIC-5 EGFP
con la mutacién p.(V523del), la localizacién se recupera y los agregados disminuyen, llegan-
do a parecerse a lo observado para la proteina CIC-5 WT. Para el resto de las mutaciones no

se observaron cambios importantes como consecuencia del tratamiento.
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Los ratones KI Clen5V523del utilizados para el ensayo con la chaperona hidrofébica
TUDCA presentaban a tiempo cero el fenotipo esperado de la enfermedad de Dent-1. Des-
pués de 20 dias de tratamiento se observé una reduccién del 56% de los valores de 82- micro-
globulina como marcador de PBPM. Los valores de fosfato y calcio en orina se redujeron un
28% y un 33%, respectivamente. Los valores de orina excretada no cambiaron a consecuencia
del tratamiento. El marcador de dafo tubular N-Acetyl-B-glucosaminidasa (NAG) disminu-
y6 un 63% en los ratones KI tratados con TUDCA-

Conclusiones: Las herramientas bioinformdticas son de gran utilidad en la prediccién
del efecto de presuntas mutaciones de cambio de sentido presentes en el gen CLCN5 sobre el
proceso de splicing del ARN. Nuestros resultados resaltan la importancia de evaluar los efectos

de mutaciones de cambio de sentido en el gen CLCN5 mediante ensayos de minigenes.

La proteina de fusién CIC-5 EGFP con las mutaciones de clase 1 p.(V523del), p.(-
GO65R), p.(G462S) y p.(G466D) presentan alteraciones en la expresion y localizacién, las
cuales son revertidas para la mutacién p.(V523del) como consecuencia de los tratamientos
con TUDCA y 4-PBA. Por lo que el desarrollo de modelos celulares de la enfermedad de
Dent-1 es de gran utilidad para el ensayo pre-clinico de moléculas con potencial terapéutico

de manera ripida y efectiva.

El tratamiento de nuestro modelo animal KI Clen5V523del con el firmaco TUDCA
disminuye la principal caracteristica observada en la enfermedad de Dent-1, la PBPM, asi
como la hiperfosfaturia e hipercalciuria, por lo que podria ser una potencial estrategia tera-

péutica para los pacientes con ED1 causada por proteina CIC-5 retenida en el RE.
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1. ENFERMEDADES RARAS Y TUBULOPATIAS PRIMARIAS

La Unién Europea define las enfermedades raras (ER) como aquellas cuya prevalencia es infe-
rior a 5 casos por cada 10.000 habitantes. Segtin la Organizacién Europea de Enfermedades Raras
(EURORDIS), se estima que existen aproximadamente 6000 enfermedades distintas que afectan
a entre un 3.5% y un 5.9% de la poblacién mundial, lo que equivale a entre 263 y 446 millones
de personas afectadas en todo el mundo. En Europa, se ha estimado que entre un 6 y un 8% de
la poblacién puede verse afectados por una ER en el curso de su vida (Nguengang Wakap ez al.,
2020), y en Espana, segtin el Centro de Referencia Estatal de Atencién a Personas con Enferme-

dades Raras, se calcula que existen unos 3 millones de personas que sufren una ER o poco comun.

Las ER por lo general comportan una evolucién crénica muy severa, con mdltiples
deficiencias motoras, sensoriales y cognitivas y por lo tanto suelen presentar un alto nivel de

complejidad clinica que dificultan su diagnéstico y reconocimiento (Posada ez a/., 2008).

Aproximadamente un 72% de las ER son origen genético y a menudo causan anomalias
congénitas. Aparecen generalmente en la edad infantil, observindose los primeros sintomas antes
de los dos afios en dos de cada tres casos (Posada ez al., 2008). Con frecuencia su diagndstico
y tratamiento es complejo debido en parte al desconocimiento de estas patologias por el perso-
nal médico a causa de su baja prevalencia (Rodriguez-Soriano, 2003), pero también a causa de
otros factores como el solapamiento fenotipico de estas patologias con otras mds comunes, la
dispersién geografica, las deficiencias en los sistemas de salud o la falta de interés por parte de la
industria farmacéutica (Mejia ez al., 2013). Para muchas ER, incluidas las de origen genético, se
requieren esfuerzos combinados para reducir la morbilidad o la mortalidad perinatal y temprana,
y abordar la considerable disminucién de la calidad de vida y del potencial socioeconémico de
un individuo (Baldovino ez al., 2016). Ademds de estas dificultades, estos pacientes se encuentran
con una escasa investigacion sobre estas patologfas, situacién que se agrava por la dispersién de los

equipos de investigacién, mala coordinacién y pequeno nimero muestral (Posada ez 4l., 2008).

Las enfermedades raras de origen renal son més de 150 afecciones diferentes. La mayoria son
hereditarias, mientras que otras, como las glomerulonefritis primarias, tienen etiologfas complejas.
Para los trastornos renales hereditarios, el diagnéstico, el manejo y los tratamientos son complejos,

especialmente cuando estdn asociados con complicaciones multisistémicas (Aymé et al., 2017).

Dentro del grupo de las enfermedades renales, las tubulopatias renales primarias se definen
como enfermedades raras congénitas que afectan al tibulo renal, dan lugar a alteraciones meta-
bélicas, minerales y del equilibrio dcido-base, y se presentan principalmente en la edad pedidtrica

(Mejia ez al., 2013; Blazquez Gémez et al., 2021). Las tubulopatias renales engloban diferentes
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afecciones que se pueden clasificar en funcién de la regién afectada; tiibulo proximal, asa de Hen-
le y tibulos distal y colector, asi como en funcién de su patogenia, donde encontramos trastornos
que afectan al transporte de moléculas como glucosa, aminodcidos, fosfato, calcio, magnesio o
agua. Ademds, existen trastornos complejos del tibulo proximal (sindrome de Toni-Debré-Fan-

coni; sindrome de Dent; sindrome de Lowe) (Aguirre-Menica & Luis-Yanes, 2014).

El avance de las tecnolégicas de andlisis genético ha facilitado la identificacién de una
gran cantidad de genes relacionados con enfermedades renales, lo que ha llevado a un mejor
conocimiento de los mecanismos de estos trastornos, sin embargo, la investigacién a nivel ge-
nético sigue siendo fundamental a consecuencia de distintos factores como la heterogeneidad
genética, la superposicion de fenotipos, la exploracién insuficiente de regiones no codificantes
del genoma, y el conocimiento incompleto de los genes que regulan la funcién tubular renal
(Iancu & Ashton, 2020).

2. ENFERMEDAD DE DENT

2.1. DEFINICION Y EPIDEMIOLOGIA DE LA ENFERMEDAD DE DENT

El término “enfermedad de Dent” (OMIM #300009) (ED) hace referencia a un trastorno
renal ligado al cromosoma X, relacionado con defectos en el tibulo proximal y con caracteristi-
cas del sindrome de Fanconi incompleto. Se caracteriza por proteinuria de bajo peso molecular
(PBPM) y otros sintomas como hipercalciuria, nefrolitiasis y nefrocalcinosis, pudiendo progre-

sar hacia enfermedad renal crénica (ERC). En algunos casos puede aparecer raquitismo (Cla-
verie-Martin & Garcia-Nieto, 2006; Devuyst & Thakker, 2010; Ramos-Trujillo ez /., 2022).

La ED fue descrita por primera vez en 1964 por Dent y Friedman, en dos casos no rela-
cionados que presentaban raquitismo e hipercalciuria, pero sin defecto en la acidificacion de
la orina. Junto con la pérdida urinaria de calcio, los pacientes tenfan retraso en el crecimiento
y un defecto en la reabsorcién tubular de fosfato y de aminodcidos (Dent & Friedman, 1964)
(Figura 1). Posteriormente se llegaron a referir hasta cuatro manifestaciones fenotipicas de
la enfermedad. En 1985 Suzuki y colaboradores describen en Japén la denominada Prozei-
nuria de bajo peso molecular idiopdtica, en base a cinco casos en ninos varones, dos de ellos
hermanos, asintomdticos y de talla normal, pero que presentaron proteinuria en un estudio
rutinario (Suzuki ez al., 1985). El grupo del University College Hospital de Londres sugiere

por primera vez el nombre de enfermedad de Dent en 1990 al estudiar 8 casos no relacionados
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entre si, que presentaron proteinuria tubular, hipercalciuria, raquitismo y/o nefrocalcinosis
(Wrong ez al., 1990). Wrong y sus colaboradores fueron los primeros en considerar un defec-
to en la reabsorcién tubular como principal anormalidad en la enfermedad. Estudiaron un
total de 53 familiares, de los que 23 presentaban anomalias tubulares renales y ocho de ellos
habian desarrollado insuficiencia renal crénica. Al observar que ocurria en personas afectadas
de ambos sexos, se apunté que la herencia podia ser autosémica dominante. Sin embargo, la
serie inicial fue ampliada en publicaciones posteriores en la que ya se proponia que la herencia
estaba ligada al cromosoma X (Wrong ez al., 1992; Wrong et al., 1994). En 1991, Frymoyer
y colaboradores estudiaron a una gran familia estadounidense constituida por 162 miembros
pertenecientes a seis generaciones, con nueve pacientes varones afectos. Desde ninos, habian
mostrado nefrolitiasis y proteinuria, progresién a la nefrocalcinosis, defecto de la capacidad
de concentracién y evolucién hacia la insuficiencia renal. Las biopsias renales revelaron atrofia
tubular, fibrosis intersticial y glomeruloesclerosis. Esta «<nueva» enfermedad renal hereditaria
fue designada con el nombre de Nefrolitiasis recesiva ligada al cromosoma X con fallo renal.
Por otra parte, en 1992, un grupo italiano describié lo que parecia ser una «nueva» variedad
de raquitismo hipofosfatémico ligado al cromosoma X (Enia ez al., 1992). En esos anos, dos
escritos sugirieron ya que la ED podia ser el mismo trastorno que aquellos descritos en Esta-

dos Unidos (EEUU) (Wrong ez al., 1992) y en Japén (Igarashi ez al., 1998).

A mediados de los afos noventa se identificé el gen asociado con la ED, CLCN5,
mediante un estudio de ligamiento (Scheinman ez /., 1993). Este gen estd localizado en la
region pericentromérica del brazo corto del cromosoma X (Xp11.22) y fue posteriormente
clonado y caracterizado en 1995 (Fisher ez al., 1995). Poco después, Lloyd y colaboradores
determinaron que los cuatro sindromes son causados por mutaciones en CLCN5, y desde en-
tonces se les agrupa como Enfermedad de Dent (Lloyd ez al., 1996, 1997). En 2004, Hoopes
y colaboradores encontraron que 13 pacientes con diagnéstico clinico de ED no presentaban
mutaciones en el gen CLCN5, proponiendo por primera vez la posible heterogeneidad gené-
tica de esta enfermedad (Hoopes ez al., 2004). No fue hasta el 2005 que este mismo grupo
identific6 en 5 de los 13 pacientes analizados previamente, mediante estudios genéticos de
ligamiento, la presencia de mutaciones en el gen OCRL, localizado en la regién cromosémica
Xq27-Xqg27.1, y previamente asociado con el sindrome oculocerebrorrenal ligado al cromo-
soma X de Lowe. Sin embargo, estos pacientes no presentaban sintomas caracteristicos de
la enfermedad de Lowe (cataratas o acidosis metabdlica), aunque dos de ellos si mostraban
desérdenes neurolégicos (Hoopes ez al., 2005). En este sentido, se introdujo el término ED
tipo 2 (ED2) (OMIM #300555), para distinguir los casos con mutaciones en el gen OCRL
de aquellos con mutaciones presentes en el gen CLCN5 (ED tipo 1; ED1; OMIM #300009).
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Figura 1. Linea de tiempo destacando los principales hitos histéricos de la ED. Adaptado de Gianesello
etal., 2021.

2.2. FENOTIPO CLINICO

Las principales manifestaciones observadas en pacientes con ED1 son PBPM, hipercal-
ciuria, nefrocalcinosis, nefrolitiasis e insuficiencia renal progresiva. Una minoria de pacientes
desarrolla raquitismo u osteomalacia (Cox ez al., 1999). Del 30 al 80% de los pacientes de-
sarrollardin ERC entre los 30 y los 50 anos, aunque en algunos casos puede no aparecer hasta

los 60 afos o incluso mds tarde (Wang ez al., 2010).

Otros defectos tubulares, como aminoaciduria, glucosuria, hiperfosfaturia, caliuresis, y uri-
cosuria, pueden aparecer, pero con menor prevalencia, dando lugar a un sindrome de Fanconi
parcial (Wrong ez al., 1994). Al mismo tiempo, la acidosis tubular renal proximal suele estar
ausente (Tabla 1) (Hodgin ez al., 2008; Devuyst & Thakker, 2010). Mediante estudios de den-
sitometria Gsea se puede observar una reduccién en la densidad mineral (Vezzoli e al., 1995;
Carballo-Trujillo ez 4l., 2003). A menudo la presentacién clinica es sutil, de manera que la
mayoria de los pacientes permanecen asintomdticos durante la infancia. De hecho, en los casos
infantiles se presentardn otros sintomas antes de que ocurra la disfuncién renal. Los sintomas
tipicos de esta enfermedad se presentan en la infancia o en la adolescencia y afecta de manera
mds severa a los varones que a las mujeres, las cuales son portadoras de las mutaciones, y mani-

fiestan un fenotipo leve o inexistente (Lieske ez a/., 1993), presentando rara vez nefrocalcinosis
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o insuficiencia renal crénica, probablemente debido a la inactivacién aleatoria de uno de los dos
cromosomas X (Wrong ez al., 1994; Reinhart ez al., 1995; Hoopes ez al., 1998) Hasta la fecha,

se han descrito solo 3 mujeres heterocigotas con ERC (Mansour-Hendili ez 4., 2015).

La PBPM es la caracteristica principal de la enfermedad (Tabla 1) ya que se observa en pric-
ticamente todos los casos descritos (Mansour-Hendili ez a/., 2015; Wang ez al., 2016; Blanchard
et al., 2016). Hasta el momento, se han descrito sélo dos casos de pacientes con mutaciones en
el gen CLCNS para los cuales no se reporté PBPM, pero si mostraban otros sintomas de la enfer-
medad como hipercalciuria (Scheinman ez 2/., 2000; Anglani ez al., 2015). Las proteinas de bajo
peso molecular (BPM) (>40 KDa) generalmente asociadas a la PBPM son la B2-microglobulina,
al-microglobulina y la proteina de unién al retinol, que pueden aparecer en los pacientes en
niveles de 100 a mds de 1000 veces superior a las tasas de excrecién normal (Wrong ez al., 1994;
Scheinman, 1998). La cantidad total de proteinas en la orina de nifos afectados puede llegar a
alcanzar 1 g por dia, mientras que en los adultos el rango varfa entre 0.5 y 2 g por dia (Scheinman,
1998). En ambos grupos de pacientes, la cantidad de PBPM representa el 60-70% de la proteina
total excretada. Los patrones de proteinuria en pacientes con la ED indican un defecto en la re-
absorcién de las proteinas filtradas, y no un dano glomerular o tubular (Wrong ez a/., 1994). Sin
embargo, se han descrito casos de ED1 que no solo presentan PBPM sino también proteinuria
severa (incluso en rango nefrético), sugiriendo la posibilidad de un dafo tubular o glomerular
(Wang ez al., 2016). Se han encontrado altas concentraciones de polipéptidos en la orina de estos
pacientes, incluyendo hormonas potencialmente bioactivas, tales como la hormona paratiroidea
(PTH, del inglés “paratohormone’), la insulina, el factor de crecimiento similar a la insulina (IGF)
y la proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1). Se ha sugerido que la presencia de estos
polipéptidos en el fluido tubular podria contribuir a la hipercalciuria, la fibrosis intersticial, y la
insuficiencia renal progresiva propia de la ED (Norden ez al., 2000). Los nifos con la ED no
experimentan pérdida de sales, ya sea a nivel tubular proximal o distal, y tienen un aclaramiento
osmolar normal (Reinhart et al., 1995; Antén-Gamero et al., 2005).

Otra de las manifestaciones mds prevalentes en la ED1 es la hipercalciuria, la cual se
ha reportado en mds del 90% de los pacientes (Tabla 1) (Wrong ez al., 1994; Ludwig ez al.,
2006; Bokenkamp ez al., 2009). El rango en ninos afectos es de 9-14 mg/kg/dia, mientras que
en adolescentes y adultos oscila entre el 4 y 6 mg/kg/dia. Los niveles séricos de la PTH son
usualmente bajos en los pacientes con ED1, mientras que los niveles de la 1,25-dihidroxi-vi-

tamina D3 son elevados (Scheinman, 1998).

El sindrome de Fanconi es una sefal tipica de la disfuncién del tibulo proximal. Se ha re-

portado en forma incompleta en un 60% de los casos de ED1 y en forma completa en menos de
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10%. Se caracteriza por glicosuria, aminoaciduria, hiperfosfaturia y acidosis, que se presentan

con menor frecuencia que el resto de las caracteristicas en la ED1 (Tabla 1) (Scheinman, 1998).

La nefrocalcinosis aparece con frecuencia (Tabla 1) (Gianesello ¢z a/., 2021) en la adolescen-
cia y algunas veces en la infancia, y su severidad no siempre esta correlacionada con la aparicién
del fallo renal. La nefrolitiasis aparece con una alta variabilidad a nivel inter e intrafamiliar, aunque
se asume su contribucién a la disminucién de la funcién renal (Scheinman, 1998). Se cree que la
nefrolitiasis es el resultado de la asociacién de la hipercalciuria y la alteracién en la excrecién de los
cristales de fosfato y oxalato cédlcico en el tubo (Piwon ez al., 2000; Silva ez al., 2003; Sayer ez al.,
2004a, 2004b; Cebotaru et al., 2005). En pacientes con calculos renales es necesaria la monitori-
zacién de los niveles de 4cido urico, ya que este producto es excretado y absorbido por las células
del tibulo proximal (CTP). Se han reportado pacientes de ED1 con hipouricemia en el 40% de
los casos e hiperuricosuria en el 38% (Cho ez 4l., 2008; Blanchard ez /., 2016).

La hematuria, usualmente microhematuria, es comdn en pacientes con la ED (Tabla 1).
Este sintoma puede ser sefial tanto de nefrolitiasis como de glomerulonefritis cuando se asocia

con proteinuria (Gianesello ¢z /., 2021).

Como hemos mencionado anteriormente, anomalias éseas como raquitismo u osteo-
malacia pueden presentarse en pacientes con la ED (Tabla 1). Esto puede explicarse por dos
mecanismos diferentes: 1) el trastorno del balance de calcio/fosfato; 2) la desregulacién de
los receptores megalina y cubilina observada en pacientes con la ED. La cubilina y megalina
tienen afinidad de unién por la proteina de unién a la vitamina D (Nielsen ez a/., 2016) por
lo que su funcién deteriorada puede llevar a un defecto en la reabsorcién de la vitamina D

por parte de las CTP (Anglani ez a/., 2019).

La principal consecuencia de la ED es una disminucién progresiva de la tasa de filtracién
glomerular (TFG) llevando a enfermedad renal en etapa terminal, que se manifiesta en el
11% de pacientes con ED1 a una edad promedio de 40 anos(Blanchard ez /., 2016) y entre
el 30% y el 80% desarrollan fallo renal entre los 30 y 50 afios. Este dato sin embargo estd

infraestimado ya que se suele determinar en la nifiez (Lieske ez a/., 1993).

En cuanto al mecanismo subyacente a la ERC, se ha demostrado que el dano glomeru-
lar es comun en pacientes con la ED y estd asociado con la disminucién de la funcién renal
(Wang et al., 2016). El anilisis de biopsias renales en pacientes con proteinuria en rango
nefrético mostré glomeruloesclerosis focal global (GEFG) y/o focal segmentaria (GEES), o
glomerulonefritis proliferativa mesangial (Copelovitch ez al., 2007; Frishberg ez al., 2009;
Kaneko et al., 2010; Fervenza, 2013; Wang et al., 2016; Zaniew et al., 2017; Bao et al.,
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2019), por lo que se podria considerar la ED1 como una tubulopatia proximal con implica-

ciones a nivel glomerular en ciertos casos (Gianesello ez a/., 2021).

Ademis de la disfuncién tubular, se ha visto que las mutaciones en CLCN5 también pue-
den provocar disfuncién de los podocitos, lo que da lugar a un cuadro histolégico de GEFS
que podria ser un evento primario y no una consecuencia del dafio tubular, por lo que la ED1

podria considerarse como una podocitopatia (Solanki ez a/., 2018; Priante ez al., 2023).

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de pacientes con la ED1 (Adaptacion de Gianesello et al., 2021).

Fenotipo % pacientes Dent-1 (ED1) (N=772)
PBPM 100
Hipercalciuria 81
Hematuria 61
Aminoaciduria 47
Hiperuricosuria 38
Glicosuria 22
Hiperfosfaturia 27
Hipouricemia 40
Hipofosfatemia 33
Hipocalemia 37
Hipomagnesemia 19
Sindrome de Fanconi incompleto 67
Sindrome de Fanconi completo 5
Fallo renal 28
Nefrocalcinosis 55
Nefrolitiasis 24
Trastornos 6seos 19
Sintomas neurolégicos -
Discapacidad intelectual 9
Cataratas 11
Hipotonia -
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2.3. DiaGNosTIco

Los criterios diagndsticos para la ED son PBPM (las proteinas mds cominmente medi-
das son proteina de unién al retinol, a1 microglobulina, y en ocasiones 2 microglobulina),
y al menos una de las demds caracteristicas indicadas anteriormente (Hoopes ez al., 2004;

Edvardsson ez al., 2013; Zaniew et al., 2017):

1. Hipercalciuria
2. Otros sintomas con menor prevalencia:

* Nefrocalcinosis (calcificacién renal difusa)

Nefrolitiasis (cdlculos renales; compuestos de oxalato de calcio y/o fosfato de calcio)

Hematuria (sangre microscépica o macroscépica en la orina)

Hipofosfatemia (baja concentracién de fésforo en sangre)

ERC; TFG medida o estimada que estd por debajo de los limites normales para la edad.

Antecedentes familiares compatibles con herencia ligada al cromosoma X

La ED puede ocurrir de formas poco evidentes y por lo tanto su diagndstico puede ser
obviado en ocasiones, sobre todo en casos donde no hay, en apariencia, historial familiar de
la enfermedad. Por esta razén la presencia de PBPM y al menos una de las variables caracte-
risticas, o la constatacién de antecedentes familiares podrian sugerir el diagnéstico de la ED
(Hoopes ez al., 2004; Ludwig et al., 2006; Tosetto et al., 2006) Hoy en dia el diagndstico
definitivo debe basarse en la presencia de una mutacién en uno de los dos genes asociados con
la enfermedad, por lo que se recomienda un cribado genético mediante el andlisis de mutacio-
nes en los genes CLCN5 y OCRL en todos los pacientes que presentes PBPM indistintamente
de cualquier otra caracteristica (nefrolitiasis o nefrocalcinosis, hipercalciuria, raquitismo o

ERC) (Edvardsson et al., 2013; Zaniew et al., 2017).

En la actualidad se estdn utilizando técnicas de ultima generacién, como es el caso de la
secuenciacién de paneles multigénicos que incluyen CLCN5, OCRL y otros genes de interés, o
pruebas genémicas mds completas (cuando estén disponibles), como la secuenciacién del exo-
ma y del genoma completos. Dichas pruebas podrian proporcionar o sugerir un diagndstico no
considerado previamente debido al hallazgo de una mutacién en uno o varios genes diferentes,

que resulta en una presentacion clinica similar (Lieske ez a/., 2017; Gianesello ez al., 2020).

Otro enfoque en el diagndstico es el fenotipado inverso, el cual se describe como un

flujo de trabajo de diagnéstico invertido que comienza con el cribado genético y termina con
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un diagnoéstico clinico. Este enfoque se utiliza cada vez con mds frecuencia, especialmente en
aquellos casos clinicos que no se resuelven genéticamente con NGS. Este tipo de enfoque ayu-
dé a identificar un par de casos de ED previamente diagnosticados erréneamente, ampliando

el espectro de fenotipos atipicos de la ED (Trautmann e 4/., 2018; Yamamura ez 4/., 2019).

En cuanto al diagnéstico mediante realizacién de biopsias, los resultados pueden ser
desde normales hasta mostrar glomeruloesclerosis, atrofia tubular o cicatrizacién intersticial
sin inflamacién (Murakami & Kawakami, 1990; Frymoyer ez al., 1991; Langlois ez al., 1998;
Moulin ez al., 2003; Hodgin ez al., 2008). En algunos casos se ha descrito la presencia de
GEFG o GEFS en el estudio histolégico, sin observarse sintomas claros de la ED, sin embar-
go, en todos los casos se encontraron mutaciones en CLCN5, por lo que se sugiri6 el diag-
néstico de esta enfermedad en pacientes que mostraran proteinuria asintomadtica, pero con

GEFG o GEFS, sin evidencia de enfermedad glomerular primaria (Copelovitch ez al., 2007).

2.4. HETEROGENEIDAD GENETICA DE 1A ED

El 65% de los pacientes diagnosticados con la ED presenta mutaciones en el gen CLCN5
(Jentsch et al., 1995; Thakker, 1997; Waldegger & Jentsch, 2000) y el 15-20% presenta
mutaciones en el gen OCRL (Hoopes ez al., 2005; Bockenhauer ez al., 2015). El porcentaje
restante (10-15%) no presenta mutaciones en estos genes, clasificindose como ED de tipo 3
(ED3) (Anglani ez al., 2015). En el pasado, muchos autores han intentado identificar otros
genes causantes de la ED. CLCNV4, el gen que codifica para la proteina CIC-4, fue el primero
en ser investigado debido a la cercania en la localizacién dentro del cromosoma X, asi como
su funcién en conjunto con CIC-5 (Ludwig & Utsch, 2004; Wu ez al., 2009) pero no se en-
contraron mutaciones en pacientes. La cofilina (CFLI) fue otra proteina candidata, debido a
que participa en la endocitosis de proteinas de bajo peso molecular en conjunto con CLCN5
y OCRL, pero no encontraron variantes patogénicas (Wu ez /., 2009). Lo mismo se puede
decir para los genes SLC9AG6 que codifica para la proteina NHE3 y para el gen que codifica
para la colectrina, TMEM27 (Tosetto et al., 2009; Wu ez al., 2009).

2.5. TRATAMIENTOS ACTUALES

Las principales opciones actuales con las que cuentan los pacientes con la ED1 son
medidas paliativas dirigidas a reducir el riesgo de formacién de célculos renales y a retrasar

la progresién hacia la ERC. Se pueden recetar firmacos para modificar la calciuria y la pro-
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teinuria bajo el supuesto de que estos sintomas estdn relacionados con la aceleracién hacia la
progresién de la ERC. Sin embargo, los datos recientes no muestran ninguna asociacién entre
la nefrocalcinosis y la progresién de la ERC en grandes cohortes de pacientes con mutaciones
en CLCN5 u OCRL (Blanchard ez al., 2016; Zaniew ez al., 2017). Para la reduccién de la pro-
teinuria, caracteristica clave en la ED1 y ED2, se ha ensayado el uso de firmacos que inhiben
el sistema renina-angjotensina-aldosterona (SRAA), donde los inhibidores de la ECA (iECA),
empleados principalmente en la hipertension arterial, y los bloqueadores de los receptores de
angiotensina II (BRA), parecen ser eficaces para reducir la proteinuria en la ED, aunque los
datos no son concluyentes (Blanchard ez a/., 2016; Zaniew ez al., 2017). Otro estudio mostrd
una reduccién de los niveles de albuminuria presentes en algunos pacientes con ED1 y ED2
mediante el uso de inhibidores del SRAA, observando la reduccién de la proteinuria en la

mitad de los individuos con enfermedad glomerular confirmada (Deng e 4l., 2020).

Respecto a los defectos 6seos, se ha intentado tratar el raquitismo mediante la adminis-
tracién de vitamina D (Wrong ez al., 1994). Sin embargo, esto puede causar empeoramiento
de la hipercalciuria por lo que algunos médicos desaconsejan su uso, a menos que se trate de

casos de enfermedad 6ésea clinica (Blanchard ez 4/., 2016).

En cuanto a la hipercalciuria, hasta ahora se ha recomendado el tratamiento con diu-
réticos tiazidicos con el fin de reducir la excrecién de calcio urinario, formacién de cilculos
renales recurrentes, asi como el aumento de la densidad 4sea (Zaniew ez al., 2017). Estos
compuestos mejoran la excrecién renal de Na* a través de la inhibicién del cotrasportador
Na*-Cl presentes en las células del tibulo contorneado distal (Monroy ez al., 2000). Asimis-
mo, se ha demostrado que también son efectivos para mejorar la reabsorcién pasiva de calcio
en el tibulo proximal, por lo que son buenos candidatos para su uso en la ED (Nijenhuis
et al., 2005). Sin embargo, el uso de tiazidas en dosis altas puede causar efectos secundarios
como hipovolemia y dano renal agudo, por lo que se recomienda su empleo con precaucién
en pacientes con la ED (Lieske ez al., 1993; Raja et al., 2002; Blanchard ez 4/., 2008).

En ratones Clen5 KO (del inglés “knockout”) a los que se les administré una dieta alta
en citrato se observé una reduccién de la hipercalciuria y un retraso en la progresién hacia el
dano renal (Cebotaru ez 4/., 2005). Atn no se han llevado a cabo ensayos clinicos concluyen-
tes en humanos, sin embargo, se puede llegar a administrar citrato en pacientes con la ED1
(Lieske et al., 2017; Zaniew et al., 2017).

Por otro lado, la suplementacién de fosfato se recomienda para el tratamiento de la hi-

pofosfatemia o enfermedad dsea (Lieske ez al., 1993; Zaniew et al., 2017).
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En dltimo término, los pacientes con la ED pueden ser sometidos a trasplante renal. En

estos casos, la nefrolitiasis y nefrocalcinosis no recurren (Scheinman, 1998).

3. ENFERMEDAD DE DENT 1 Y LA PROTEINA CLC-5

3.1. EL Gen CLCN5

La ED1 estd causada por mutaciones en el gen CLCN5, el cual estd localizado en la re-
gién pericentromérica del cromosoma X (Xp11.23/11.22) (Figura 2. A). Abarca alrededor de
170 Kb de ADN gendémico, con una region codificante de 2,238 pb que incluye 17 exones,
de los cuales solo 11 son codificantes (desde el 2 hasta el 12) (Scheinman ez /., 1993; Fisher
et al., 1994; Fisher et al., 1995; Scheel et al., 2005). Se han identificado exones alternativos
en la regién 5’ de CLCN5 que no se traducen (Fisher ef al., 1994; Fisher ez al., 1995; Forino
et al., 2004; Hayama et al., 2000; Ludwig ez al., 2003; Tosetto ez al., 2014).

Estegen puede generar 5 transcritos distintos, 2 delos cuales (Transcrito 3 [NM_000084.5]
y 4 [NM_001282163.1]) codifican la proteina canénica CIC-5, de 746 aminodcidos. Los
trdnscritos 1 [NM_002227899.3] y 2 [NM_001127898.3]) codifican para una proteina de
816 aminodcidos. Se trata una isoforma larga de la proteina CIC-5 (ICIC-5) con 70 aminod-
cidos adicionales, y es el producto obtenido a partir de la inclusién de los exones alternativos
[-IV, presentes en el extremo 5° del gen CLCN5 (Figura 2) (Ludwig ez al., 2003). El transcrito
5 [NM_001282163.1] no codifica para ninguna proteina.

Para este gen, se han observados 2 promotores funcionales fuertes y uno débil (Hayama ez
al., 2000; Tosetto et al., 2014;), que pueden dar lugar a 11 formas distintas de ARN mensajero
(ARNm) (isoformas de la region 5’UTR, del inglés “untranslated regions”) de CLCN5 (variantes
1-11). Elandlisis del marco de lectura abierto sugiri6 que todas excepto tres isoformas (variantes
1, 2 y 4) codifican para la proteina canénica CIC-5 (Tosetto ez al., 2014). En rifiones sanos, se ha
observado que el ARNm que mayormente se expresa es la variante 3, aunque también se puede
encontrar expresada a menor nivel en tejidos como la corteza adrenal, la glindula suprarrenal,
musculo esquelético, higado, placenta, intestino, prostata, células gliales y también en leucocitos
(Steinmeyer ez al., 1995; Vandewalle ez al., 2004; Tosetto ez al., 2014). En un estudio de Ceol
y colaboradores, en el que analizaron biopsias de rifiones controles y con glomerulonefritis, en-
contraron que algunas de las isoformas promovidas por promotores débiles se expresaban mds
en rifiones con glomerulonefritis, lo que sugiri6 a los autores que la regulacion transcripcional
de CLCNS5 podria estar inducida por proteinuria (Ceol ez al., 2020).
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Hasta la fecha se han descrito mds de 300 variantes patogénicas presentes en el gen
CLCN5 (Mansour-Hendili ez /., 2015; Gianesello et al., 2021) (Human Gene Mutation Data
Base (HGMD); http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php) la mayoria de las mutaciones en-
contradas son de tipo cambio de sentido (35%), de cambio de marco de lectura (31%), segui-
das de las variantes de parada (16%) y las mutaciones de corte y empalme o splicing (10%).
Con una menor frecuencia (1-2%), podemos encontrar inserciones, deleciones, mutaciones
complejas, inserciones de elementos Alu y mutaciones en regiones 5’"UTR (Figura 2.B). Lo

que demuestra la heterogeneidad alélica presente en la EDI.
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Figura 2. A) Representacion esquematica del gen CLCN5. B) Localizacion de las mutaciones descritas
hasta la fecha en CLCNS.

3.2. ESTRUCTURA Y FUNCION DE LA PROTEINA CLC-5

El gen CLCN5 codifica para la proteina CIC-5, un intercambiador 2ClI/H* dependiente
de voltaje (Figura 3.A) perteneciente a la familia CIC de canales de cloruro e intercambiado-
res de cloruro y protones (CLC-1 a CLC-7, CLCKa y CLCKb). CIC-5 se expresa mayorita-
riamente en los epitelios renal e intestinal (Steinmeyer ez al., 1995, Vandewalle ez 4l., 2001).
En el rifidn, se expresa principalmente en las CTD, en las células a-intercaladas del tubo colec-
tor y en las células epiteliales de la rama ascendente gruesa del asa de Henle, donde se expresa
en menor medida (Devuyst ez al., 1999). En las CTP, CIC-5 juega un rol fundamental en la
acidificacion de los endosomas tempranos, donde colocaliza con la ATPasa de H*, por lo que

participa en el proceso de endocitosis mediada por receptores de albimina y de proteinas de
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BPM que atraviesan el glomérulo (Gunther ez a/., 1998; Devuyst ez al., 1999). El manteni-
miento del pH 4cido en los endosomas es importante para la disociacion del ligando-receptor
y el posterior reciclaje del receptor en la membrana apical y la degradacién del ligando en
los lisosomas (Hara Chikuma ez a/., 2005; Pusch & Ziffarelli, 2015). En este sentido, el mal
funcionamiento de CIC-5 explicaria el defecto en la endocitosis de las proteinas de BPM
observado en modelos animales y pacientes. Una pequefa fraccién de CIC-5 parece estar

presente en la membrana plasmdtica, aunque de forma transitoria (Sakamoto ez a/., 1999).

Respecto a su estructura secundaria, CIC-5 estd constituida por 18 a-hélices denomi-
nadas de A a R, dos dominios citoplasmdticos cistationina beta-sintasa (CBS) y un motivo
rico en prolinas (PY) (Figura 3.B) (Bateman ez al., 1997; Wu ez al., 2003; Scott et al.,
2004). Los dominios CBS estdn involucrados en la regulacién de la actividad de la protei-
na. Dos 4cidos glutdmicos son cruciales para el correcto funcionamiento de CIC-5, Glu211
(“gating glutamate”) (Dutzler et al., 2003; Yin ez al., 2004) y el Glu268 (“proton glutama-
te”) (Zdebik et al., 2008; Grieschat & Alekov 2011), donde el proton glutamate participa en
el transporte de H*, mientras que el gating glutamate, es importante tanto en el transporte
de H* como en el voltaje de CIC-5 (Igarashi, 1998), en este sentido, las mutaciones que
afectan a estos aminodcidos pueden generar la pérdida de la entrada de H*, convirtiéndola
en un canal de CI (Smith & Lippiat, 2010). También encontramos un dominio de N-gli-
cosilacién localizado en el aminodcido Asn408 (Wu ez al., 2003). Este dominio juega un
rol importante en el plegamiento y oligomerizacién de la proteina. Se ha demostrado que
mutaciones pueden conseguir que la proteina se poliubiquitine y sea transportada a los pro-
teosomas (Schmieder ez /., 2007; D’Antonio et al., 2013). El estudio cristalografico de la
estructura de proteinas homologas CIC en bacterias sugiere que la proteina CIC-5 funcio-
na como un homodimero (Figura 3.C), donde sus a-hélices B, H, I, O, P y Q participan
en la formacién de la interfaz entre los dos monémeros y son necesarias para la correcta
formacién del poro (Wu ez al., 2003). Las hélices D, F, N y R, las cuales estdn localizadas
cercanas al poro, estdn involucradas en la selectividad del filtro de Cl- (Pusch ez al., 1997;
Grand ez al., 2009; Wu ez al., 2003). El rol de la hélice E atn estd por determinar, pero se
ha observado que mutaciones cercanas pueden causar la pérdida de conductividad del Cl- o
la perdida de voltaje como consecuencia de retencién de la proteina en el reticulo endoplas-
midtico (RE) (Lloyd ez al., 1996; Wu ez al., 2003; Grand ez al., 2009). Por otro lado, se ha
visto que mutaciones localizadas en la zona de unién de los monémeros de CIC-5, pueden
desestabilizar potencialmente su formacién afectando a la configuracién del poro, lo que se
traduce en la pérdida o reduccién de la actividad del canal (Gunther ez a/., 1998; Wu ez al.,
2003; Lourdel ez al., 2012; Pusch & Zifarelli, 2015).
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Figura 3. Representacion esquematica de la funcion y estructura de la proteina CIC-5. A) CIC-5 como in-
tercambiador de 2CI/H* en los endosomas tempranos de las células del tubulo proximal. B) Represent-

acion esquematica de la estructura secundaria de CIC-5. C) Representacion del homodimero de CIC-5.

3.3. PATOGENESIS DE 14 ED1

La reabsorcién de nutrientes y proteinas en en el tibulo proximal se lleva a cabo median-
te el proceso de endocitosis mediada por receptores, entre los que encontramos el complejo
multiligando megalina-cubilina, localizado en la membrana apical de las CTP (Christensen
& Birn, 2002). Su funcidn consiste en la endocitosis de una variedad de ligandos filtrados con
afinidades variables, como es el caso de las proteinas de BPM, seguida de la entrega de estos

ligandos a los lisosomas (Nielsen ez a/., 2016) (Figura 4).

Mediante el estudio de un modelo de ratén Clen5 KO se determiné que un defecto en
CIC-5 causaria la desregulacién de los receptores de megalina y cubilina, afectando la expre-
sidn o el tréfico de estos receptores y dando lugar a la PBPM (Christensen ez al., 2003; Piwon,
2000; Erdmann ez al., 2007).

CIC-5 participa en el proceso de acidificacién de los endosomas tempranos, necesario

para el proceso de endocitosis (Clague e al., 1994) junto a otra proteina intercambiadora, la
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H*-ATPasa (Herak-Kramberger ez al., 1998) (Figura 3), que carece de acoplamiento con el
transporte de contraiones, lo que da lugar a su accién electrogénica. En este sentido, se crefa que
solo CIC-5 era necesaria para impulsar la acidificacién endosémica, independientemente de la
H*-ATPasa (Scheel ez al., 2005; Smith & Lippiat, 2010), sin embargo, otros autores apoyan una
cooperacién entre ambas proteinas en el proceso de equilibrio iénico en el endosoma, gracias a
la afluencia de Cl inducida por CIC-5 (Giinther ez 4/., 1998), debido a la accién reducida de la
H*-ATPasa en pacientes con la ED (Satoh, 2016). En este sentido, la alteracién del proceso de
acidificacion de los endosomas observado en pacientes y en los ratones Clen5 KO estaria causa-

do por la pérdida de permeabilidad de Cl' mediada por CIC-5 (Devuyst ez al., 2005).
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Figura 4. Representacion del papel de CIC-5 en el proceso de endocitosis de las proteinas de BPMy en
la acidificacion de los endosomas.

La inactivacién de CIC-5 también estd relacionada con la alteracién del metabolismo de
calcio y fosfato, segtn se ha observado en estudios 77 vitro y en modelos animales Clen5 KO
(Anglani ez al., 2019). De forma general, la mayor parte de la reabsorcién de calcio y fosfato
ocurre en las CTP mediante endocitosis. Aproximadamente el 98% del calcio filtrado se reab-
sorbe a lo largo de la nefrona, de forma paracelular en el TP y en la rama gruesa ascendente del
asa de Henle y por via transcelular en el tibulo contorneado distal y el tibulo colector (Moor

& Bonny, 2016), mientras que el 80% del fosfato filtrado se reabsorbe en la orina a través de
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transportadores tubulares proximales, principalmente en las nefronas yuxtamedulares (Wagner
et al., 2014; Blaine et al., 2015).

En el TP la reabsorcién del calcio puede ocurrir por dos vias; principalmente por via
paracelular por difusién pasiva pero mediado por otras moléculas como sodio, cloro o bicar-
bonato y, en menor medida (un 15% del calcio reabsorbido) mediante el transporte activo
regulado por la PTH (Blaine, Chonchol & Levi, 2014; Moor & Bonny, 2016). Cuando se
secreta la PTH, llega a las CTP donde puede ser captada por su receptor especifico o a través
del complejo megalina-cubilina. Dentro de las CTD, la PTH estimula la sintesis de la enzima
la-hidroxilasa mitocondrial, cuya funcién es convertir el precursor inactivo de vitamina D,
25(0OH)-VitD3 en la hormona activa 1,25(OH),-VitD3 o calcitriol, cuyas funciones funda-
mentales son aumentar la absorcién de calcio y f6sforo en el intestino, inhibir la formacién
de osteoclastos para la reabsorcidn ésea y reducir la produccién de la PTH (Murayama ez 4.,
1999; Girgis ez al., 2013). Por otro lado, la enzima 24-hidroxilasa convierte al calcitriol en
su metabolito biolégicamente inactivo. En condiciones patolégicas, la PTH no es reabsor-
bida por las CTP, sino que se acumula en el segmento mds distal del tibulo proximal, como
lo demuestra el hecho de que los niveles de esta hormona estdn elevados tanto en la orina
de pacientes como en la de ratones Clen5 KO (Piwon ez al., 2000; Norden ez al., 2001).
El aumento de las concentraciones tubulares de la PTH induce la regulacién positiva de la
1-a-hidroxilasa, causando a su vez el incremento de calcitriol, lo que se observa en ratones
KO para CIC-5 y pacientes con ED1 (Anglani ez al., 2019). Cabria esperar por tanto una es-
timulacién de la absorcién de calcio intestinal, sin embargo, los estudios experimentales no lo
han demostrado y en su lugar apuntan a una pérdida renal primaria de calcio y al aumento del

recambio dseo, por medio de un mecanismo desconocido hasta la fecha (Silva ez al., 2003).

La reabsorcién de 25(OH)-VitD3 mediante endocitosis en el TP también es defectuosa
en ratones Clen5 KO y una gran cantidad de 25(OH)-VitD3 aparece en la orina final (An-
glani ez al., 2019). Como el complejo megalina-cubilina media la reabsorcién de la proteina
de unién a vitamina D (DBP) (unido a su vez a la vitamina D) y la PTH que son filtradas
por el glomérulo, la pérdida urinaria de estas hormonas en los ratones KO para CIC-5 y en
los pacientes con ED1 podria dar lugar a efectos opuestos en las células del tibulo proximal.
Estos efectos podrian resultar en niveles variables en suero de calcitriol, y esto podria explicar
las diferencias encontradas entre los dos modelos de ratones KO y la variabilidad en la mani-
festacién de hipercalciuria y nefrolitiasis observada en los pacientes con la ED (Piwon ez al.,
2000, Wang et al., 2000, Guggino et al., 2007, Scheinman ez al., 2009). La pérdida urinaria
de DBP, que transporta la mayor parte de vitamina D circulante en plasma, puede explicar la

manifestaciéon de defectos 6seos (Devuyst ez al., 2007).
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Hasta el momento, no estd claro el mecanismo por el cual se observa la hipercalciuria en pa-
cientes con ED, encontrdndonos con dos hipétesis. En una de ella se sugiere que la hipercalciuria
observada en pacientes con la ED1 es intrinseca a los mecanismos renales. Esta hipétesis estd res-
paldada por el hecho de que este sintoma estd ausente en pacientes después de un trasplante renal
(Frymoyer ez al., 1991; Scheinman ez al., 1998). Por otro lado, se propone la posibilidad de que
CIC-5 podria estar relacionado con la absorcién gastrointestinal de calcio y que la hipercalciuria

observada en pacientes con ED1 pueda ser un evento secundario (Hoopes ez al., 1998).

La absorcién de fosfato es también mediada por la PTH a través de la regulacién del
cotransportador de sodio-fosfato NaPi-II-a, responsable de la absorcién de fosfato en el td-
bulo proximal (Hilpert ez al., 1999). En condiciones patolégicas, la acumulacién de la PTH
en el segmento mds distal del tibulo proximal aumentaria la estimulacién de los receptores
para esta hormona presentes en las células del segmento distal del tdbulo proximal, lo que
dispararia la internalizacién y degradacién de NaPi-II-a presente en la membrana, causado un
incremento en la concentracién de fosfato urinario. Este hecho explicaria la hiperfosfaturia
observada en pacientes con la ED y ratones KO para CIC-5, un factor que favorece la nefro-

litasis como una consecuencia indirecta de la alteracién de la endocitosis (Sayer ez al., 2004).

Por otro lado, se ha observado la relacién de CIC-5 con otras proteinas de membrana,
como es el caso de la isoforma 3 del intercambiador de Na*/H* (NHE3), la cofilina y KIF1B
(Anglani ez al., 2019). NHE3 es un intercambiador localizado en el borde en cepillo de las CTP
responsable principal de la reabsorcién de Na* y agua en el TP. Alteraciones de este intercambia-
dor estd relacionadas con la pérdida de Ca*, ya que la entrada de Na* crea una fuerza impulsora
para la reabsorcién de agua que, a su vez, impulsa la entrada paracelular de Ca** (Brett ez /.,
2005). En los dos modelos murinos Clen5 KO se observé que la ausencia de CIC-5 causaria la
pérdida de la localizacién de NHE3. También se relacioné la disminucién de la actividad de
NHES3 con la poliuria observada en estos ratones, ya que la reabsorcién de agua en el TP se
verfa alterada como consecuencia de la actividad reducida de este intercambiador (Wang, 2000;
Piwon et al., 2000; Silva ez al., 2003; Giinther ez /., 2003; Pan ez al., 2012).

La cofilina (CFLI) es una proteina despolimerizadora de actina que participa en el pro-
ceso de remodelacién de esta, necesario para facilitar la gemacién de la membrana plasmadtica
y la endocitosis de albimina mediada por vesiculas recubiertas de clatrina. Se ha demostrado
mediante ensayos iz vitro que existe una relacion entre la cofilina y el extremo C-terminal
de CIC-5 (Fujimoto, 2000; Hryciw ez al., 2003), y que esta interaccién es necesaria para su
expresién adecuada en membrana plasmadtica, junto con el factor-2 regulador de intercambio

Na*-H*, Nedd-4, y KIF3B (Hryciw ez al., 2003, 2004 y 2006; Reed ¢z al., 2010).
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4. POSIBLES TERAPIAS PARA EL TRATAMIENTO DE LA ED1

Debido a su baja frecuencia y a la heterogeneidad genética y clinica, las enfermedades
tubulares hereditarias como la ED1 son un asunto de dificil abordaje tanto para los médicos
como para los investigadores basicos y epidemiblogos. El aumento del conocimiento sobre
las bases genéticas y fisiopatoldgicas de ED1 no se ha traducido por el momento en opciones
terapéuticas eficaces para estos pacientes. Al tratarse de una enfermedad rara, de poca inciden-
cia, el desarrollo de medicamentos para ED1 por parte de la industria farmacéutica es escaso
o inexistente. En la actualidad no hay ningtin ensayo clinico farmacolégico en desarrollo
relacionado con esta patologia (EU Clinical Trials Register https://www.clinicaltrialsregister.
eu/, NIH Clinical Center Trials https:/[www. https://clinicaltrials.gov/, WHO Clinical Trials

Search Portal https:/[www.who.int/clinical-trials-registry-platform/the-ictrp-search-portal).

En los tltimos anos se han comenzado a desarrollar estrategias terapéuticas personaliza-
das basadas en la comprensién del efecto de las mutaciones causales y los mecanismos regu-

ladores implicados, y que permiten corregir o paliar los efectos de este tipo de mutaciones.

El reposicionamiento de firmacos es una estrategia en auge dirigida a identificar nuevos
usos para medicamentos ya aprobados, lo que supone un menor riesgo de fracaso, pues la
seguridad del firmaco ya ha sido probada en estudios clinicos y en ensayos pre-clinicos, una
mayor rapidez en el desarrollo de la nueva aplicacién y menores costes econémicos, al menos

en las fases pre-clinicas (Pushpakom ez a/., 2019).

Las chaperonas quimicas y farmacoldgicas son moléculas pequenas capaces de penetrar en
las células que se unen y estabilizan a una proteina diana. En muchas enfermedades causadas
por mal plegamiento de proteinas, la chaperona estabiliza la proteina diana en el RE y le per-
mite salir del mismo y ser transportada a través del Golgi hasta su destino final. En funcién del
grado de especificidad en su modo de accién y su capacidad para unirse a la proteina diana y
pueden ser de varios tipos: hidrofébicos, osmoliticos y farmacolégicos (Cortez & Sim, 2014).
Diversos estudios han demostrado que la inhibicién farmacolégica del estrés de RE utilizando
chaperonas de bajo peso molecular pueden aliviar los sintomas de patologias renales, neuro-
légicas y respiratorias (Tanaka 2004; Kim ez a/., 2013; Carlisle ez al., 2014; Wang, Di & Mu,
2014; Mohammed-Ali ez al., 2017). Es el caso del 4cido tauroursodeoxicélico (TUDCA) y el
4-fenilbutirato de sodio (4-PBA); ambas chaperonas han mostrado su efectividad en estudios
celulares y en modelos murinos relacionados con otras enfermedades, y su uso terapéutico en
pacientes ya estd autorizado en Espana y otros paises. El TUDCA es un derivado endégeno de

4cido biliar usado generalmente como agente protector hepdtico en el tratamiento de la coles-
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tasis (Poupon et al., 1999). Actda como una chaperona quimica que inhibe la respuesta a estrés
en el RE mediante el bloqueo de la respuesta a proteina desplegada (UPR, de inglés “unfoding
protein response”) (Ozcan et al., 2006; Amaral ez al., 2009), y ejerce accién neuro-protectora en
modelos animales de enfermedades neurodegenerativas (Khalaf ez 4/., 2022). La administracién
de TUDCA junto a riluzol (Elia ez al., 2016) y junto a 4-PBA (Paganoni ez /., 2020) en ensa-
yos en fase II en pacientes con esclerosis lateral amiotréfica (ELA) mostré un mayor efecto de
detencién en la progresién de la enfermedad frente a la administracién independiente del otro
fairmaco. El 4-PBA es un inhibidor de deacetilasas de histonas (Collins et al., 1995; Warrel ez
al., 1998) y chaperona quimica (Vilatoba ez al., 2005), ampliamente estudiado como posible
agente anticancerigeno y en enfermedades causadas por proteinas mal plegadas, como la fibrosis
quistica y enfermedades neurodegenerativas (Singh ez a/., 2006; Villani ez al., 2023). Su po-
tencial terapéutico se ha podido establecer en modelos de diferentes enfermedades iz vivo e in
vitro, donde se ha comprobado que atenda el estrés de RE y disminuye la apoptosis en células
del tdbulo renal y la fibrosis intersticial renal (Chiang ez 4/., 2011; Liu ez al., 2016).

Como ya se ha indicado, la mayoria de las mutaciones causantes de ED1 son tnicas en
cada familia, por lo que resulta dificil establecer una correlacién genotipo-fenotipo. Por ello,
la comprensién del efecto real de las variantes es vital para el desarrollo de opciones terapéu-
ticas. Para ello, y en la busqueda de estrategias terapéuticas, nos centraremos en el estudio
del efecto de mutaciones exdnicas a nivel del procesamiento del ARNm o proceso de splicing
mediante el uso de minigenes, el estudio del efecto de algunas mutaciones sobre la localiza-
cién de la proteina a nivel celular en modelos celulares y, por tltimo, el estudio del potencial

terapéutico de las chaperonas en estos modelos celulares y en nuestro modelo animal.

4.1. EFECTO DE MUTACIONES EXONICAS DE TIPO CAMBIO DE SENTIDO SOBRE EL PRO-
CESAMIENTO DEL PRE-ARNM

En las dltimas dos décadas se ha hecho evidente que las presuntas mutaciones de cambio
de sentido y sinénimas pueden también afectar el procesamiento del precursor del pre-AR-
Nm (Wang ez al., 2007; Scotti & Swanson, 2016; Cartegni et al., 2022).

4.1.1. PROCESO DE CORTE Y EMPALME Y SECUENCIAS REGULADORAS

El pre-ARNm es una molécula precursora del ARN mensajero (ARNm) maduro, que se
sintetiza en el ntcleo y que inicialmente estd compuesta por secuencias codificantes o exones

y no codificantes o intrones. El procesamiento del pre-ARNm (también llamado reaccién de
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corte-empalme o splicing) es una modificacién co-transcripcional que ocurre sobre estas mo-
léculas, y en general, consiste en una serie de reacciones en el nicleo celular donde las regio-
nes intrénicas son eliminadas y los exones son enlazados de forma consecutiva en la molécula
final de ARN mensajero maduro (ARNm) que contiene la secuencia de nucleétidos necesaria
para la sintesis correcta de una proteina. Esta molécula madura, ya modificada, es transporta-

da al citosol para alli ser traducida en proteina (Berget ez al., 1977; Pan ez al., 2008).

El 70% de los genes humanos expresan multiples ARNm a través del proceso de corte y
empalme alternativo de exones o parte de ellos (Johnson ez a/., 2003), dando lugar a diferentes
proteinas o isoformas. Este proceso estd regulado por el espliceosoma, cuya funcién principal es
el reconocimiento y unién de los exones y la correcta regulacién del corte y empalme, con el fin
de cumplir con los requisitos de las células y tejidos (Wang ez al., 2007). El espliceosoma estd

compuesto por un complejo de ribonucleoproteinas y factores auxiliares (Jurica ez a/., 2003).

El procesamiento del pre-ARNm estd regulado por elementos propios de la molécula
generada durante la transcripcién presentes en su secuencia, denominados elementos en cis.
Estos elementos son secuencias o sitios consenso que ayudan a definir las regiones intrénicas
y exénicas en la propia molécula de pre-ARNm y otras que acttian como sitios de reconoci-
miento y anclaje del espliceosoma. Son los sitios de corte y empalme 5’ (sitio donador) y 3’
(sitio aceptor), localizados en las uniones de exones e intrones, el punto de ramificacién y el
tracto de polipirimidinas, situados dentro de las secuencias intrénicas (Figura 5) (De Conti,
Baralle & Buratti, 2013). Los sitios consensos presentes en los extremos 5’ y 3’ de la secuencia
intrénica, contiene motivos GU (Guanina-Uracilo) y AG (Adenina-Guanina), respectiva-
mente, y estdn presentes en un 98,7% de los casos. También se pueden encontrar motivos 5’
y 3’ no candnicos, pero que suelen ocurrir entre un 0,56 y un 0,99% de las veces (Anna &
Monika, 2018). Por su parte, el punto de ramificacién estd caracterizado por un nucledtido
de adenina (A) que se encuentra generalmente a unos 100 nucleétidos aproximadamente del
sitio 3’ en el intrén y es un elemento fundamental para las reacciones intermedias necesarias
para el correcto procesamiento del pre-ARNm (Baralle & Baralle 2005). El tracto de poli-
pirimidinas es una secuencia enriquecida con nucleétidos pirimidinicos localizado corriente
abajo del sitio de ramificacién dentro del intrén y suele estar compuesto principalmente por

uracilos (U) (Ward & Cooper, 2010).

Ademas de los elementos mencionados, también participan elementos auxiliares que inclu-
yen potenciadores exénicos (ESE, del inglés “Exonic Splicing Enhancer”), silenciadores exénicos
(ESS, del inglés “Exonic Splicing Silencer”), potenciadores intrénicos (ISE, del inglés “Intronic

Splicing Enbacer”) y silenciadores intronicos (ISS, del inglés “Intronic Splicing Silencer”) (Gliso-
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vic et al., 2008) (Figura 5). Estos elementos son reconocidos por proteinas especificas (elemen-
tos en “trans”) que amplifican o inhiben o silencian el proceso de corte y empalme, favoreciendo
la inclusién o la exclusién de una regién determinada en la molécula final (Cartegni ez /.,
2002) (Figura 5). El grupo de proteinas de unién a los elementos ESE mejor caracterizadas son
la familia de proteinas ricas en serina y arginina, SR (del inglés “Serin/Arginine-rich proteins”),
mientras que para el caso de los ESS y ISS, se encuentra el grupo de ribonucleoproteinas nu-
cleares heterogéneas (hnRNPs, del inglés “heterogeneous nuclear ribonucleoproteins”) (Cartegni
et al., 2002). Las proteinas SR reconocen especificamente los potenciadores localizados en los
exones o intrones mediante la interaccién ARN/ARN en el sitio 5’ y el punto de ramificacion,
favoreciendo la formacién del espliceosoma temprano y promoviendo la inclusién de los exones
alos que estdn unidas (Cdceres y Kornblihtt 2002; Lee & Rio 2015). Las proteinas silenciadoras
hnRNPs (hnRNP A hasta la hnRNP U) (Han ez 4/, 2010) y se diferencian por el dominio de
unién a ARN (RBD, del inglés “RNA-binding domain”), que es responsable de la especificidad
de la interaccién (Geuens ez al. 2016). Su accién reguladora parece implicar un mecanismo
llamado “bucle” en el que se bloquea el complejo espliceosoma. Otro mecanismo propuesto
sugiere que las hnRNP recubren el exén y actGan como antagonistas de los ESE/ISE, evitando
asf su unién (Cdceres & Kornblihtt 2002; Zhang ez al., 2008a, b; Kolovos ez al., 2012).

En resumen, se trata de un proceso complejo que requiere de una regulacién estricta para
la correcta sintesis de las proteinas. En este sentido, mutaciones que causan la sustitucién de
nucleétidos puede afectar al reconocimiento de la maquinaria de sp/icing. De hecho, se ha
demostrado que entre el 15 y el 50% de todas las mutaciones patdgenas alteran los sitios de

empalme y los elementos reguladores de empalme (Karczewski ez al., 2020).

Amplificacion del corte y empalme

(_| Silenciamiento del corte y empalme

Figura 5. Elementos reguladores del proceso de splicing (Claverie-Martin et al., 2015).
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4.1.2. MUTACIONES EXONICAS CON EFECTO SOBRE EL PROCESAMIENTO DEL PRE-ARNM

En este estudio nos centramos en las variantes de cambio de sentido, ya que son las que
afectan en mayor proporcién (35%) al gen CLCN5 (Mansour-Hendili ez 4/., 2015; Gianese-
llo ez al., 2020b). Las mutaciones de cambio de sentido son aquellas localizadas en regiones
codificantes de los genes que dan lugar al cambio de un aminodcido por otro en la proteina
codificada. Este cambio aminoacidico podria generar la pérdida total o parcial de la activi-
dad de la proteina, alterar en mayor o menor medida la estructura de la que formard parte,
o afectar su localizacién celular. Sin embargo, se sabe que un niimero considerable de éstas
también alteran el procesamiento del pre-ARNm (Fackenthal ez al., 2002; Auclair et al.,
2006; Ramos-Trujillo ez al., 2007; Arnold ez al., 2009; Gonzalez-Paredes ez al., 2014 y 2016;
Suarez-Artiles ez al., 2018; Perdomo-Ramirez et al., 2019; Wai ez al., 2019, Mura-Escorche
et al., 2023). Esto es debido a que dichas mutaciones alteran o eliminan las secuencias del
pre-ARNm implicadas en su procesamiento, actuando también como mutaciones de splicing
(Liu ez al., 1997; D’Souza et al., 1999; Liu ez al., 2001; Campos et al., 2003). La sustitucién
de nucleétidos en un ESE puede hacer que la proteina SR no se una a éste, lo cual haria que
el espliceosoma no reconozca al ex6n y que el ARNm maduro no lo incorpore correctamente,
o bien introduzca una regién intrénica en el ARNm final (Figura 6) (McVety ez al., 2006;
Drogemiiller ez a/., 2011). De la misma forma, la modificacién de una secuencia ESS podria
incrementar o disminuir la capacidad inhibidora del proceso, generando la eliminacién o la
incorporacién de ciertas secuencias en la molécula de ARNm final (Wimmer ez al., 2007;
Wang et al., 2008) (Figura 6).

Las mutaciones que pueden causar una modificacion del procesamiento del pre-ARNm
pueden ser clasificadas como variantes sinénimas, de cambio de sentido o sin sentido, pero
en realidad estar dando lugar a cambios mucho mds drasticos en la proteina resultante que los
que cabria esperar por el cambio de aminodcido predicho. Ademds, se sabe que los codones
de parada prematuros normalmente activan el sistema NMD (del inglés “nonsense-mediated
mRNA decay”), un mecanismo conocido de degradacién el ARNm que evita la produccién

de proteinas truncadas no funcionales (Nicholson ez a/., 2010).
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V Mutaciones que afectan a los sitios de splicing
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Figura 6. Alteraciones de splicing causadas por mutaciones en el gen CLCN5

4.1.3. ESTUDIO FUNCIONAL DEL PROCESAMIENTO DEL PRE-ARNM USANDO MINIGENES

Para determinar el efecto de las variantes observadas en el gen CLCN5 sobre el proce-
samiento del pre-ARNm y su consiguientes consecuencias fenotipicas, es necesario que cada
mutacién se evalie mediante estudios funcionales (Pagani & Baralle, 2004). El método ideal
es el andlisis de ARN a partir de muestras de tejidos de pacientes mediante RT-PCR (Baralle &
Baralle, 2005). Sin embargo, la disponibilidad de este tipo de muestras suele ser limitada, por lo
que el estudio con minigenes se ha convertido en una alternativa fiable. Se trata de un sistema
hibrido que permite la expresién transitoria de fragmentos de interés del pre-ARNm, y el and-
lisis de su procesamiento mediante RT-PCR. Este enfoque permite confirmar el efecto de una

variante en el correcto procesamiento y/o regulacién de uno o mds exones (Sharma ez a/., 2014).

4.2. MODELOS CELULARES PARA EL ESTUDIO DE MUTACIONES EXONICAS EN EL GEN
CLCN5

Se estima que la variabilidad fenotipica observada en pacientes con la ED1 se debe en
parte a los diferentes grados de afectacién sobre la funcionalidad de CIC-5 causados por las
variantes genéticas en CLCN5. Estas han sido clasificadas segtin sus consecuencias gracias a

estudios funcionales de proteinas CIC-5 de tipo salvaje y mutante en ovocitos de Xenopus
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laevis (Lloyd, 1996; Lloyd, 1997), en células de rinén embrionario humano (HEK) (Smith
& Lippiat, 2010; Grand ez al., 2011), en lineas celulares epiteliales tubulares proximales in-
mortalizadas de pacientes con ED1 (Gorvin ez al., 2013) e in vivo en ratones que albergan
mutaciones CIC-5 inducidas (Novarino e al., 2010) (Figura 7) (Lieske ez a/., 1993; Ludwig
et al., 2005; Smith ez al., 2009; Lourdel ez al., 2012; D’Antonio et al., 2013):

- Clase 1: Son aquellas mutaciones que afectan al procesamiento y al plegamiento de
las proteinas, por lo que provocan la retencién en el RE, la degradacién de la proteina

mutante y su ausencia en los endosomas tempranos y/o la superficie celular.

- Clase 2: Aquellas que producen un retraso en el procesamiento de la proteina, por lo

que reducen su estabilidad.

- Clase 3: Estas mutaciones conducen a proteinas plegadas adecuadamente que pueden
dirigirse correctamente a la membrana plasmadtica y a los endosomas tempranos, pero

muestran una corriente de cloruro reducida o abolida.

Segtin algunos estudios funcionales mediante oocitos de Xenopus laevis y diferentes cul-
tivos celulares, aproximadamente un 60% de las mutaciones estudiadas resultaron ser muta-
ciones de clase 1 (Morimoto ez al., 1998; Ludwig et al., 2005; Tanuma ez al., 2007; Grand
et al., 2009; Smith ez al., 2009; Grand et al., 2011; Lourdel ez al., 2011). Sin embargo, una
minoria de mutaciones no encajaria en ninguna de estas tres clases, lo que refleja la limitacién

de la clasificacién y la necesidad de realizar andlisis funcionales (Liu ez 2/, 2021).
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Figura 7. Representacién y clasificacién de los mecanismos moleculares que causan mal funciona-
miento de CIC-5 (Adaptado de Lourdel et al., 2012).
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Estudios previos de nuestro laboratorio demostraron a través de experimentos de co-locali-
zacién que cuatro mutaciones identificadas previamente en pacientes con la ED1, p.(G466D),
p-(G462S), p.(G65R) y p.(V523del) (Ramos-Trujillo ez /., 2013) son mutaciones de clase 1,
es decir, las cuatro proteinas mutantes son retenidas en el RE (Figura 8). Esto sugiere una bio-
sintesis defectuosa de CIC-5 y una acumulacién anormal de la misma en el RE, al menos en un

modelo de células epiteliales del tibulo proximal humanas.

Control ) p.vV523del

p-G462S p.G466D

Figura 8. Células embrionarias de rifidn humano expresando proteinas CIC-5 mutantes. Nucleos en
azul (DAPI), RE en rojo (calnexina) y proteina CIC-5 marcada en verde (proteina de fusién con GFP). En
la imagen del control podemos ver cdmo CIC-5 se distribuye por toda la célula, mientras que en las
proteinas CIC-5 mutantes se puede ver la co-localizaciéon con el RE.

4.3. MODELOS IN VIVO PARA EL ESTUDIO DE LA ED1

La utilizacién de modelos iz vivo ha sido fundamental para el estudio de los mecanismos
fisiopatoldgicos de las enfermedades, la investigacidon aplicada de estrategias terapéuticas y
técnicas quirdrgicas, el desarrollo de vacunas y antibi6ticos o la determinacién de la seguridad
y la eficacia de diferentes fdrmacos. En este dmbito juega un papel crucial la utilizacién de ra-
tones debido a su bajo costo, su corto ciclo reproductivo, su facilidad de manejo y su facilidad
de manipulacién genética, convirtiéndolos en un modelo animal popular y ampliamente uti-
lizado para estudios iz vivo (Ye & Chen, 2022). La legislacién europea (Directiva 2010/63/
EU) garantiza el bienestar animal y regula la aplicacién de modelos iz vivo en las investiga-

ciones clinicas con el fin de asegurar su uso justificado; que las ventajas de la investigacién
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superen al sufrimiento infligido a los animales y que los objetivos propuestos para su uso
no se puedan alcanzar por otros métodos alternativos al manejo animal. Esta normativa se
centra la aplicacién del principio de las tres “Rs”: Reemplazar el uso de los animales por otras
técnicas en la medida de lo posible; reducir el niimero de animales utilizados al minimo ne-
cesario, y refinar las técnicas para minimizar el dolor y la angustia (European Animal Research
Association). En la actualidad, las politicas reguladoras avanzan en evitar el uso de animales
en la experimentacién mediante la aplicacién de modelos computacionales, cultivos celulares

y de tejidos o empleando organismos alternativos como el caso de vertebrados inferiores e
invertebrados (Doke & Dhawale, 2015).

4.3.1. MODELOS MURINOS DE LA ED

Los primeros modelos animales para el estudio de la ED1 se desarrollaron en el ano 2000;
dos ratones KO en los que se eliminé el gen Clen5, por lo que la expresion de la proteina CIC-5
quedé anulada: El modelo Jentsch (Piwon ez 4/., 2000; Giinther ez al., 2003) y el modelo Gu-
ggino (Wang ez al., 2000; Silva et al., 2003; Nielsen ez al., 2007). Estos ratones KO mostraron
las principales manifestaciones renales de la ED1 y permitieron demostrar el papel de CIC-5
en la endocitosis y el trifico de proteinas en las células del tdbulo proximal, destacando la re-
lacién con las proteinas localizadas en el borde en cepillo megalina y cubilina (Christensen ez
al., 2003). También arrojaron luz sobre la heterogeneidad fenotipica observada en la ED1, al

observarse diferencias en la manifestacion de la hipercalciuria y la nefrolitiasis.

En el 2010, Novarino y colaboradores crearon un ratén knock-in (KI). A diferencia de
los ratones KO, donde la expresién del gen es nula, los ratones KI en general expresan una
proteina mutada. Estos modelos se utilizan como estrategia complementaria o alternativa
al rat6n KO y tienen varias aplicaciones incluyendo el estudio del papel fisiolégico de la
mutacién especifica que causa la enfermedad en humanos. En este modelo se introdujo
una mutacién no descrita en ningtn paciente, la mutacién p.(E211A) en el denominado
gating glutamate, que desacopla el cotransporte de Cl'y H* y convierte a CIC-5 en un canal
de CI, lo que permitié estudiar el papel de la proteina como intercambiador de Cl/H* y
su importancia en la endocitosis (Novarino ez a/., 2010). Este modelo también mostré las
caracteristicas tipicas de la ED, pero se observaron unos niveles normales de acidificacién
endosomal, lo que implica que un dafo en este mecanismo no proporciona una explicacién

suficiente de lo observado en ED1.
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Nuestro grupo ha desarrollado un ratén KI que presenta la mutacién p.(V523del) (Per-
domo-Ramirez, Tesis Doctoral y manuscrito en preparacion). Esta mutacién ha sido identi-
ficada en cinco pacientes (Wu ez al., 2009; Ramos-Trujillo ez al., 2013; Sekine ez al., 2014;
Park et al., 2014; Hureaux et al., 2019), observandose un fenotipo particularmente severo en
el paciente espafol. Esta mutacién implica la pérdida de la valina 523 en la proteina mutante,
un residuo muy conservado en la evolucién que es fundamental para el ensamblaje de las dos
subunidades CIC-5 en el homodimero. La alteracién en este residuo probablemente daria
lugar a la formacién de proteinas plegadas de manera incorrecta en RE. Se ha determinado
mediante electrofisiologia que esta delecién causa la pérdida de conductancia de CIC-5 (Wu
et al., 2009), y mediante estudios de co-localizacién realizados en nuestro laboratorio, se ha
clasificado como clase 1 (Figura 8). El rat6n KI generado por nuestro grupo expresa la pro-
teina mutante CIC-5 y muestra pérdidas significativas de proteina de bajo peso molecular y
de fosfatos por la orina y otras caracteristicas de la enfermedad como la poliuria (Tabla 2). Su
fenotipo se asemeja al de ED1 por lo que es una herramienta ideal para el ensayo de terapias
potenciales para pacientes con la ED1 que presenten mutaciones similares (Perdomo-Ra-

mirez, Tesis Doctoral y manuscrito en preparacién).

Tabla 2. Resumen de las medidas analizadas en los modelos Clcn5 KO y el modelo Kl Clcn5Val523del

Sintomas Modelo KO Model9 KO Moc.lelo Kl ]
Jentsch Guggino Claverie-Martin
PBPM Presente Presente Presente
Poliuria Presente Presente Presente
Fosfaturia Presente Presente Presente
Hipercalciuria Ausente Presente Presente
Nefrocalcinosis Ausente Presente No estudiado
PTH sérica Normal Normal No estudiado
Calcitriol en suero Reducida Incrementada No estudiado
Calcitriol en orina Incrementada No estudiada No estudiado
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HirOTESIS

 Algunas mutaciones de cambio de sentido tienen efectos daninos porque dan lugar a
ARN mensajeros defectuosos. Existen mutaciones exénicas de CLCN5 causantes de

la enfermedad de Dent-1 que alteran el procesamiento del pre-ARNm.

e Las mutaciones de clase 1 producen una proteina mal plegada que es retenida en el
RE y por tanto su localizacién subcelular es susceptible de ser corregida, al menos
parcialmente, mediante un tratamiento con chaperonas quimicas, tanto en modelos
celulares como en el ratén knock-in Clen5V523del, pudiendo revertir el fenotipo

propio de la enfermedad de Dent-1.
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1. OBJETIVOS GENERALES

* Determinar el efecto de mutaciones exénicas de CLCN5 en el procesamiento del pre-
ARN mensajero.

e Evaluar el efecto de las mutaciones de clase 1 seleccionadas sobre el funcionamiento
y localizacién subcelular de la proteina CIC-5 en una linea celular de rinén humano.

* Evaluar el efecto de distintas chaperonas quimicas seleccionadas sobre lineas celulares
de rifén humano y sobre el modelo de ratén KI Clen5V523del.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

* Realizar un estudio bibliogrifico sobre las mutaciones exénicas de cambio de sentido
descritas hasta la fecha.

* Predecir el efecto de las mutaciones seleccionadas para el estudio en el procesamiento
del pre-ARNm (splicing) utilizando diferentes herramientas bioinformdticas.

e Seleccionar y analizar funcionalmente el efecto de algunas de estas mutaciones en el
procesamiento del pre-ARNm en un sistema de minigenes.

* Generar modelos celulares en una linea celular de rifién humano en los que se ex-
presen proteinas con las mutaciones de clase 1 p.(G65R), p.(G462S), p.(G466D) y
p-(V523del).

* Estudiar la localizacién subcelular de las proteinas con las mutaciones de clase 1.

* Aplicar un tratamiento de chaperonas quimicas (TUDCA y 4-PBA) sobre los mo-
delos celulares generados y analizar su efecto sobre la expresidn, la localizacién y la

agregacién de la proteina CIC-5.

 Tratar con una chaperona quimica (TUDCA) al ratén knock-in y analizar su efecto
en los pardmetros clinicos més relevantes de la ED.
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1. EFECTO DE LAS PRESUNTAS MUTACIONES DE CAMBIO DE SENTIDO DEL GEN CLCN5
SOBRE EL PRE-ARNM

1.1. ANALISIS IN SILICO DEL POSIBLE EFECTO DE MUTACIONES DE CAMBIO DE SENTIDO
EN EL GEN CLCN5

Las mutaciones de cambio de sentido en el gen CLCN5 fueron seleccionadas de la lite-
ratura (Mansour-Hendili ez /., 2015), de la base de datos HGMD, (http://www.hgmd.cf.ac.
uk/ac/index.php) y mutaciones exdnicas encontradas en nuestros pacientes. Se analizaron
utilizando herramientas bioinformdticas para predecir su patogenicidad y sus efectos poten-
ciales sobre el proceso de corte y empalme (Anexo I). La nomenclatura para la descripcién de
las mutaciones sigui6 las directrices de la Human Genome Variation Society (HGVS) (htep://
varnomen.hgvs.org/). La numeracién de nucledtidos se bas6 en la secuencia de ADNc del gen
CLCNS5 (nimero de acceso de GeneBank NM_000084.5) donde c.1 indica la posicién del

codén de inicio de la traduccién.

La patogenicidad de las variantes se predijo utilizando la herramienta VarSome v11.5 (dis-
ponible online: https://varsome.com/; consultada: 15 diciembre 2022) y fueron clasificadas
de acuerdo con las recomendaciones del American College of Medical Genetics and Genomics
(ACMG) (Richards ez al., 2017). Las variantes se clasificaron en cinco categorias: variante pato-

génica, probablemente patogénica, de significado incierto, probablemente benigna, y benigna.

Los criterios para la selecciéon de mutaciones con efecto potencial en el procesamiento
de pre-ARNm fueron: a) Proximidad a los sitios de empalme (sitios donadores y aceptores;
+/- 70 nucleétidos desde el extremo de los exones), b) Predicciones establecidas por herra-
mientas bioinformdticas: activacién de sitios cripticos en los sitios de corte y empalme dentro
del exdn, asi como, el efecto de las mutaciones en los elementos reguladores (pérdida de sitios

ESE;s oly ganancia de ESS).

Las herramientas bioinformdticas utilizadas para determinar el efecto potencial de la

variacion en el proceso de empalme del pre-ARNm fueron las siguientes:

o Splice Site Prediction by Neural Network v0.9 (INNSplice; disponible online: http://
www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html; consultado: 20 julio 2020), la cual fue utili-
zada para predecir el efecto potencial de las mutaciones en las regiones consenso de
los sitos de corte y empalme 5’ y 3’, asi como la posible creacién y/o activacién de

sitios nuevos (Reese ez al., 1997) mediante la comparacién de la secuencia salvaje del
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ex6n y la mutante. Asigna un valor numérico entre 0.4 y 1, cuanto mds préximo a 1
es el valor, mayor probabilidad de que esa secuencia sea reconocida por la maquinaria

del espliceosoma.

*  MutPredSplice v.1.3.2 (disponible online: http://www.mutdb.org/mutpredsplice;
consultado: 20 octubre 2019), esta herramienta comprende multiples caracteristicas
de las mutaciones que se integran en un modelo basado en aprendizaje automdtico
para predecir el efecto de las variantes exdnicas en el pre-ARNm. Ofrece puntuacio-

nes en una escala del 0,1 a 1, considerando que las variantes tienen efecto potencial a

partir del valor 0,6 (Mort ez al., 2014).

* SPARN (disponible online: http://tools.genes.toronto.edu/; consultado: 15 noviem-
bre 2019) determina el efecto potencial de las variantes sobre las regiones exénicas e
intrénicas flanqueantes del gen, dando como resultado el porcentaje de incorpora-

cién del exdn en los transcritos (Xiong ez al., 2015).

* CADD-splicev.1.6 (Combined Annotation Dependent Depletion; disponible online: ht-
tps://cadd.gs.washington.edu/; consultado: 20 febrero 2022) otorga una puntuacién
en funcién de si las variantes de un solo nucleétido (SNV, del inglés “single nucleotide
variant”) perjudiciales tienen efecto sobre el proceso de corte y empalme, siendo los

valores mayores de 20 indicativos de que la variante es danina (Rentzsch ez al., 2021).

*  Human Splicing Finder v3 (HSF) (disponible online: https://hsf.genomnis.com/; con-
sultado: 10 agosto 2023) (Desmet ez al., 2009) analiza el efecto de las variantes sobre

los sitios donadores y aceptores, el punto de ramificacidn, los sitios ESE'y sitios ESS.

* SpliceAl v1.3.1 (disponible online: https://spliceailookup.broadinstitute.org/); con-
sultado: 2 noviembre 2023) es una de las plataformas mds utilizadas actualmente e
indica el efecto de las variantes sobre los sitios canénicos de corte y empalme 5’y 3’.
Las puntuaciones de SpliceAl varian de 0 a 1 y representan la probabilidad de que
la variante afecte el proceso de corte y empalme (Valores <0,2; indican probabilidad
baja. Valores <0,5; probabilidad media. Valores <0,8; indican alta precisién) (Jaga-
nathan ez 4., 2019)

El efecto de las sustituciones de aminodcidos en CIC-5 fue analizado con la herramienta
PolyPhen-2, que usa consideraciones fisicas y comparativas para predecir el impacto potencial
de una sustitucién de aminodcidos en la estructura y funcién de la proteina humana. Asig-
na una puntuacién que va de 0 a 1, siendo 1 la mayor probabilidad de impacto (disponi-
ble online: http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/; consultado: 22 junio 2022)(Adzhubei ez
al., 2010); la herramienta SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) (disponible online: htep://
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sift.bii.a-star.edu.sg/www/SIFT_seq_submit2.html; consultado: 22 junio 2022) (Sim ez al.,
2012), predice si una sustitucién de aminodcidos es tolerada o nociva; si la probabilidad es
inferior a 0,05 la variante serd perjudicial, mientras que valores mayores o iguales a 0,05 serdn
variantes toleradas. MutPred2 (disponible online: http://mutpred.mutdb.org; consultado: 30
noviembre 2022) se utilizé para predecir el posible efecto fenotipico de la sustitucién de un
aminodcido en una proteina. Este programa indica el dano sobre la proteina mediante pun-

tuaciones que van de 0 a 1, donde 1 es el mayor efecto (Pejaver ez al., 2022).

1.2. AMPLIFICACION DE LOS FRAGMENTOS GENOMICOS DE CLCNS DE PACIENTES Y
CONTROLES

El efecto de las mutaciones de CLCN5 sobre el procesamiento del pre-ARNm se evalud
mediante un sistema de minigenes y andlisis de PCR con transcriptasa inversa (RI-PCR). Para
las construcciones de los minigenes se utilizaron 4 fragmentos que contiene los exones 3, 7, 9
y 10-11 y sus secuencias intrénicas flanqueantes (intrén 2 (172 pb (pares de bases))-exén 3
(100 pb)-intrén 3 (85 pb) (pET01ex3-WT); intrén 6 (196 pb)-exén 7 (81 pb)-intrén 7 (140 pb)
(pET01ex7-WT); intrén 8 (104 pb)-exén 9 (187 pb)-intrén 9- (133 pb) (pET01ex9-WT); in-
trén 9 (162 pb)-exén 10 (399 pb)-intrén 10 (155 pb)-exén 11 (217 pb)-intrén 11- (149 pb)
(pETO01ex10-11), que fueron clonadas de forma independiente en el vector de expresién pET01
(MoBiTec, Gotingen, Alemania). Estos fragmentos fueron amplificados mediante la reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando como molde el ADN genémico de pacientes, y/o
ADN de individuos sanos. Los cebadores fueron disefiados utilizando los softwares Primer 3
v0.4.0 (disponible online: https://primer3.ut.ce/; consultado: 20 octubre 2019) y SnapGene
v5.0.4 (disponible online: www.snapgene.com; consultado: 25 octubre 2019) (Tabla 3). Las
secuencias de los cebadores incluyeron dianas de restriccidn para las enzimas Xhol (CTCGAG),
Xbal (TCTAGA) y BamHI (GGATCC) en sus extremos 5’

Las reacciones se llevaron a cabo utilizando la polimerasa Kapa Tag PCR (Kapa Biosystems
— Hoffman-La Roche, Wilmington, MA, USA), tampén de reaccién especifico que contiene
1,5mM de MgCl,, 200 ptM de cada uno de los desoxinucleétidos (dNTPs), 0.5 pM de cada
cebador y ADN de cada individuo (aproximadamente 250 ng), en un volumen final de 25 pl.

Las condiciones utilizadas para la amplificacién fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial
a 94°C durante 5 minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturalizacién a 94°C durante 30 segundos,
anillamiento a la temperatura indicada para cada pareja de cebadores durante 30 segundos, y exten-

sién a 72°C durante 1 minuto. Por dltimo, un paso final de extensién a 72°C durante 7 minutos.
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Tabla 3. Cebadores disefiados para la amplificacion de los fragmentos codificantes de CLCN5.

Exones Cebador directo (5'-3) Cebador reverso (5'-3') Tamano
TTTACTCGAGGGTAAACCT- TATAGGATCCGGTAGAAAAA-
CLCNS-Ex3 CAAAGTTGTTAGTG CAGGAAAACACAG 977
CTCGAGACCTGGT- TATAGGATCCGTAAAGCAC-
CLCNS-Ex7 CAAGCATGTGAAC CAAGTTGGGGAG A417pb
ATATACTCGAGCCTTTACAGC- GGATCCTTTCCTCATCT-
LREHEADE CACTTGCTAGCATA GTATACCAGATGC AZ5
CLCN5- AATCTCGAGATCGTCTC- ATGGGCTCTAGACTATC- 933 pb
Ex10,11 CATTGTG CACTTTCATC P

1.3. CONSTRUCCION DE MINIGENES

Los minigenes son construcciones plasmidicas generadas mediante técnicas de ADN re-
combinante, en las que un fragmento del gen en estudio que incluye uno o varios exones y las
regiones intrénicas flanqueantes correspondientes, son clonados en un vector de expresién.
La expresion transitoria en lineas celulares de esta construccién permite estudiar los patrones
de expresién del gen a nivel de ARNm, e identificar elementos reguladores y moduladores del

proceso del splicing del ARNm.

1.4. CLONACION EN VECTOR DE EXPRESION ExoNnTrapr (PETO01)

Para la generacién de los minigenes se utiliz6 el vector de expresién Exontrap (pET01),
que tiene un tamano de 4178 pb e incluye la secuencia de 2 exones, 5’ y 3’ separados por un
intrén de 600 pb. Este intrén contiene una regién con multiples dianas de restriccién para
enzimas de corte Gnico y multiple, o sitio de multiclonaje. Asi mismo, pETO01 presenta un
promotor eucaridtico fuerte denominado “repeticién terminal larga” del inglés “Long Termi-
nal Repear” (LTR), obtenido del Virus del Sarcoma de Rous (RSV), una pequena extensién
del gen eucaridtico de la fosfatasa, el operén TPG, el origen de replicacién ColEl, y el gen
Amp que le confiere resistencia a la ampicilina. Para su replicacién en células eucariotas con-

tiene el origen de replicacién SV40 proveniente del Virus del Simio 40 (Figura 9).
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Figura 9. Representacidon esquematica del vector pETO1. Imagen modificada a partir del ExonTrap
Handbook (MoBiTec 2018).

1.5. DIGESTION Y LIGADO DE LOS FRAGMENTOS DE INTERES CON EL VECTOR DE EX-
PRESION PETO1

Los fragmentos amplificados y el vector pETO01 fueron digeridos usando las enzimas de
restriccion presentes en el sitio de multiclonaje de pET01 Xhol, Xbal 0 BamHI (Thermo Fisher
Scientific, MA, EE. UU.). La herramienta NEBCutter (New England Biolabs) (disponible
online: https://nc3.neb.com/NEBcutter/; consultada: 30 octubre 2019) permitié seleccionar
dichas enzimas en funcién de la ausencia de sus dianas de restriccién dentro de la secuencia
a amplificar. El ADN fue cuantificado mediante el sistema Nanodrop 2000 (7hermo Fisher
Scientific, MA, EE. UU). En cada caso, se llevé a cabo la digestién de 1 pg de ADN con 5U
de cada una de las enzimas de restriccién utilizando el tampén Tango (7hermo Fisher Scienti-
fie, MA, EE. UU.), que permite el corte simultdneo por ambas enzimas, e incluye BSA como
estabilizador de la reaccién, en un volumen final de reaccién de 60 pl. Las digestiones fueron
incubadas durante 3 horas a 37°C en un bloque térmico. Posteriormente, se comprobé la

integridad de la digestién mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,8%.

A continuacidn, se procedio a realizar la reaccién de ligado de los fragmentos con el pET01
linearizado (MoBITec, Gottingen, Alemania) usando la enzima T4 DNA ligasa (7hermo Fisher
Scientific, MA, EE. UU.) en dos proporciones (molécula:molécula) inserto-vector (5:1 y 3:1),

obteniendo que la proporcién éptima fue 5:1 y se calculé mediante la siguiente ecuacién:
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Proporcion 5:1

50 ng de vector x Kb de inserto 5
— = X ngde inserto
1

x
Kb de vector digerido

Las mezclas de reaccién en cada caso fueron las siguientes:

Reactivos 5:1 3:1
T4 ligasa 1yl 1l
Tampon 1yl 1l

Vector digerido 50 ng 50 ng
Inserto digerido Xng Xng
Volumen final 10 pl 10 ul

Las reacciones de ligado fueron incubadas a 16 °C durante toda la noche.

Los productos ligados fueron introducidos mediante transformacién en células ultra-

competentes de E.coli preparadas por en nuestro laboratorio.

1.6. PREPARACION DE CELULAS ULTRACOMPETENTES E, corr XL1 BLUE

Para la transformacién fue necesario preparar células ultracompetentes, siguiendo el pro-
tocolo descrito por Inoue (1990). Para ello, partimos de un pre-inéculo de E. coli X1L-Blue
(recAI endAI gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F’ proAB laclgZAMI15 Tnl0 (Tetr)]) cre-
cido en 25 ml de medio SOB (ver composicién en anexo II) suplementado con tetraciclina
(30 pg/ml) durante 6-8 horas a 37°C con agitacién fuerte (250-300 rpm). De este cultivo se
tomaron 10 ml para inocular 250 ml de medio SOB con tetraciclina (30 pg/ml). A continua-
cidn, se incubd el indculo a 18 °C con agitacién suave (175-200 rpm), y se midi6 la densidad
optica (DO) a 600 nm hasta que alcanza 0.55. Para frenar el crecimiento, se introdujo el
cultivo en hielo por al menos 15 minutos y a continuacién se centrifugd 10 minutos a 2500g
y 4°C. El precipitado resultante se resuspendié en 80 ml de tampén I'TB (ver composicién
en anexo II) y se volvi6 a centrifugar en idénticas condiciones. Esta vez, el precipitado ser
resuspendié en 20ml de tampén ITB al que se afade 1.5 ml de dimetil sulféxido (DMSO).
Esta mezcla se mantuvo en hielo durante 10 minutos, se realizaron alicuotas de 250-500 pl

que se almacenaron a -80° C hasta su utilizacidn.
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La eficiencia de transformacién se define como el niimero de unidades formadoras de
colonias (ufc) producidas con 1 pg de ADN plasmidico, y se mide llevando a cabo un en-
sayo de transformacién con las células ultracompetentes, afiadiendo una cantidad conocida
de ADN vy calculando el nimero de ufc formadas por pg de ADN. Se espera que esta sea, al

menos, del orden de 1 x 10%a 3 x 10%ufc/mg,.
Ecuacién (ufc/pg):

ufc transformantes

Eficiencia de transformacién =
ADN plasmidico (ug)

Donde:

IN° de colonias bacterianas x factor de dilucion x volumen de transformacion
ufc transformantes =

Volumen plagueado

1.7. TRANSFORMACION EN CELULAS ULTRACOMPETENTES

Se empled el protocolo de transformacién por choque térmico. Tras la descongelacién
de las células en hielo, se dispensaron 50 pl de células competentes en tubos de 15 ml de
polipropileno enfriados previamente. A cada tubo se le afnadieron 2-3 pl de la reaccién de
ligado de los constructos y se mantuvieron en hielo durante 30 minutos. A continuacién, se
sumergieron en un bano a 42 °C durante 45 segundos y seguidamente se volvieron a intro-
ducir en hielo durante 5 minutos. A cada tubo se le afadieron 900 pl de medio SOC (ver
composicién en anexo II) y se incubaron en agitacién suave (150 rpm) a 37 °C durante 1
hora. Pasado ese tiempo, se tomaron alicuotas de 100 pl y se sembraron en placas de medio
Luria-Bertoni (LB) en agar suplementado con ampicilina a una concentracién final de 100

pg/ml (ver composicién en anexo II). Las placas se incubaron a 37°C durante toda la noche.

1.8. Extraccion pE ADN PLASMIDICO Y COMPROBACION DE LOS PLASMIDOS RECOM-
BINANTES

La extraccion de ADN plasmidico se realiz6 con el kit NucleoSpin Plasmid EasyPure
(Macherey-Nagel, Alemania) siguiendo las recomendaciones del fabricante, y los pldsmidos

recombinantes se analizaron mediante secuenciacién directa realizada por Macrogen Espana
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(Madrid, Espana), utilizando los cebadores ETprim04 (5-GGATTCTTCTACACACCC-3’)
y ETprim05 (5-TCCACCCAGCTCCAGTTG-3’) (MoBITech).

1.9. MUTAGENESIS DIGERIDA

Las mutaciones seleccionadas para el estudio se introdujeron en los minigenes mediante
mutagénesis dirigida utilizando el kit QuickChange® Lightning (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, EE. UU.) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Los productos de reacciéon
se transformaron en células ultracompetentes XL10-Gold. Los cebadores para la mutagénesis
se disenaron utilizando la herramienta bioinformdtica QuickChange® Primer Design Program
(disponible online: https://www.agilent.com/store/primerDesignProgram.jsp; consultado:
20 octubre 2019) de acuerdo con las pautas descritas en el kit comercial QuickChange® (Ta-
bla 4). Para confirmar la presencia de la mutacién deseada, todos los constructos se analizaron
mediante secuenciacién automdtica directa realizada por Macrogen Espana (Madrid, Espana)

utilizando los cebadores disenados para la amplificacién de cada fragmento.

Gen de interés /—'\ .
/—.C —
ADN
— Vector de clonacion S mutante

Unién de cebadores

que contienen la Sintesis de ADN y Desnaturalizacion
mutacién deseada/ unién por la ligasa del ADN molde y

Separacion de P 9 transformacion /A
cadenas en bacterias \\>

ADN salvaje

Figura 10. Representacién esquematica del protocolo general de mutagénesis dirigida.
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Tabla 4. Cebadores utilizados para la mutagénesis dirigida.

Exones Cebador con sentido (5'-3’) Cebador antisentido (5'-3")
S:Z'”ct";gs‘:gi N CTTTGGAGCACCTATAGGTA- TCAAGGCTGAATAATACTC-
: GAGTATTATTCAGCCTTG- TACCTATAGGTGCTCCAAAG
(p.G261R)
s:\:-u(f;%%r;ic GTGGAGTATTATTCAGCCTTG-  CAATGAAAAGTTGTTACCTCTG-
: CAGAGGTAACAACTTTTCATTG CAAGGCTGAATAATACTCCAC
(p.E267A)
Sigf":tffse:g; A TTATCCCTAGCATGGCTGT- ACCTGCTATAGCACTAACAGC-
' TAGTGCTATAGCAGGT CATGCTAGGGATAA
(p.G4625)
SIZ"‘étfff:i A CCCCCGGCCTTTATGCAAAG- GCTGCAGCCCTAACCTTTG-
(b M504K) GTTGGGGCTG CATAAAGGCCG
Sir‘:tfffgg; n | CGGCCTTTATGCAATGGTTAGG- GCTGCAGCCCTAACCATTG-
e GCTGCAGC CATAAAGGCCG
Sllv“:tfff;‘; A CCTTTATGCAATGGTTGAGGCT-  CTAAGCAGGCTGCAGCCTCAAC-
' GCAGCCTGCTTAG CATTGCATAAAGG
(p.G506E)
Si's\f"étff::g; c GGCTGCAGCCTGCTTACGT- GCAAACACTACTCACGTAAG-
: GAGTAGTGTTTGC CAGGCTGCAGCC
(p.G512R)
SI:"‘;?E;:; A TGTCTATTTCTTTGCAGATGGG- CATCCGAGTCACCCCATCTG-
' GTGACTCGGATG CAAAGAAATAGACA
(p.G512D)
M:gzg_,,‘;r}f‘c's' GCCATGACAAGCAAGCGGGTG- GAGCATCTGCCAC-
i GCAGATGCT CCGCTTGCTTGTCATGGC

1.10. LINEAS CELULARES

Las células en cultivo utilizadas para los ensayos de expresién con minigenes fueron dos

lineas celulares procedentes de rindn de embrién humano; HEK 293 (ATCC® CRL-1573™),
y HEK293T (ATCC CRL-3216™).
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1.11. MANTENIMIENTO DE CELULAS HEK293 v HEK293T

Las lineas celulares fueron criopreservadas en nitrégeno liquido a -196°C. Para su uso,
se descongelaron a 37°C e inocularon en 15 ml de medio Dulbeccos Modified Eagle Medium
(DMEM) con alta concentracién de glucosa, DMEM-HG (Sigma-Aldrich) (4mM L-glu-
tamina, 1,5 g/l bicarbonato sédico, 4,5 g/l glucosa) suplementado con suero bovino fetal
al 10% y una combinacién de antibidticos al 1% (estreptomicina/penicilina), previamente

equilibrado a a 37°C, en atmésfera himeda con 5% de CO,

Una vez que el cultivo alcanzé una confluencia del 80-90%, las células se subcultivaron cada
48 horas. En cada pase, se eliminé el medio de cultivo, se lavé con 2 ml de tampén PBS (Gibceo)
(solucién salina tamponada con fosfato) y a continuacién, se afadié 1 ml de tripsina 1X (Sig-
ma-Aldrich) en tampén PBS y se incub6 1-2 minutos a 37°C. A partir de la suspension celular

se realizé una dilucién 1/5, anadiendo 4 ml de medio DMEM-HG y 1 ml de la suspensién.

1.12. TRANSFECCION DE CULTIVOS CELULARES Y PCR CON TRANSCRIPTASA INVERSA
(RT-PCR)

Para estos experimentos se utilizaron placas de 12 pocillos en las que se inocularon 0,125x10°
células HEK293T por pocillo en 1 ml de medio DMEM-HG (suplementado con 10% suero bo-
vino fetal y 1% estreptomicina/penicilina). Una vez alcanzaron una confluencia entre el 80-90%, se
transfectaron mediante lipofeccién utilizando el reactivo JetPRIME (Polyplus Transfection, Illkirch,
Francia). La mezcla de transfeccién fue de 0,8 pg de ADN y 75 pl de JetPrime Buffer. Después de
24h, el ARN fue extraido y purificado utilizando el kit de aislamiento de ARN High Pure (Hoff-
man-La Roche, Basilea, Suiza) y el kit de ARN NucleoSpin (Macherey-Nagel, Alemania) siguiendo
las recomendaciones del fabricante, y se cuantificé con Nanodrop Lite (7hermo Fisher Scientific, MA,
EE. UU). La RT-PCR se realizé en dos pasos; un primer paso de sintesis de ADN, utilizando el
kit de sintesis de ADNc iScript (Bio-Rad, Hercules, CA, EE. UU.) siguiendo las recomendaciones
del fabricante, y un segundo paso de amplificacién por PCR, con el kit de PCR Kapa Taq (Kapa
Biosystems-Hoffman-La Roche) y la polimerasa DreamTaq (7hermo Fisher Scientific, MA, EE. UU)
utilizando los cebadores ETprim02 (5-GAGGGATCCGGCTTCCTGGCCC-3’) y ETprim03
(5-CTCCCGGGCCACCTCCAGTGCC-3’) (MoBITech). Los productos obtenidos se analiza-
ron mediante electroforesis en gel de agarosa con el marcador de peso molecular SiZer-100bp DNA
Marker (IntRon Biotechnology DR, Corea del Sur) y se secuenciaron como se describié anteriormente.

El tamafio y la secuencia de cada producto se determiné mediante comparacién con la secuencia de

referencia CLCN5 (ntimero de acceso de GenBank NC_000023.10 y NM_000084.).
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2. CREACION Y CARACTERIZACION DE LINEAS CELULARES QUE EXPRESAN PROTEINAS CLC-5
MUTANTES COMO MODELOS DE LA ED1 Y TRATAMIENTO CON CHAPERONAS QUIMICAS

2.1. Cronacion pirReccIioNAL DE 1A ORF pe CiLC-5 EN EL vEcTorR PEGFPN1 y
GENERACION DE MUTANTES

La OREF (del inglés “Open Reading Frame”; marco abierto de lectura) de la proteina CIC-5
clonada en el vector pcDNA3.1 (sintetizada por GenScript USA Inc.) fue extraida mediante diges-
tién usando las enzimas de restriccion Nbel y Sacll (New England Biolabs). Posteriormente, para
generar una proteina de fusién de la proteina CIC-5 con la proteina verde fluorescente (GFP de
sus siglas en inglés, Green Fluorescent Protein) se llevé a cabo la clonacién direccional de la ORF de
CIC-5 en el vector plasmidico de expresion en pEGFPN1, de manera que la GFP queda en C res-
pecto a CIC-5, usando las mismas enzimas de digestion y realizando la ligacién como se describié
previamente. El vector pPEGFPN1 incluye una secuencia que confiere resistencia a los antibiéticos
de tipo aminoglucdsidos como la neomicina/kanamicina, asi como secuencias de origenes de re-

plicacién para fagos (f1 ori), E. coli (pUC ori) y para células eucariotas (SV40 ori) (Fig. X).

A partir de esta construccién se generaron 4 mutantes de la proteina CIC-5:
p-(G65R) (c.193G>A), localizada en el ex6n 3 del gen CLCNS.
p-(G462S) (c.1384G>A), localizada en el ex6n 9.

p-(G466D) (¢.1397G>A), localizada en el exén 9.

p-(V523del) (¢.1566_1568delTGT), localizada en el exén 10.

Dichas mutaciones fueron introducidas mediante mutagénesis dirigida tal y como se descri-
bi6 previamente. Los cebadores se disenaron usando la herramienta QuickChange Primer Design
(https://www.agilent.com/store/primerDesignProgram.jsp). Y se clonaron en células ultracompe-

tentes XL1-Blue. Las secuencias fueron verificadas mediante secuenciacion (Macrogen, Espana).

Oric  Potenciador

poly(A)

h_CIC5-EGFP pnserto
6922 pb -

SV40 ori

\.__ Promotor AmpR

. Flori gyao
poly(A)

SMC

EGFP

Figura 11. Estructura de la construccion plasmidica en el que se incluye la proteina de fusion CIC5-EGFP WT.
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2.2. DETERMINACION DE LA DOSIS OPTIMA DE GENETICINA (G418) PARA LA SELEC-
CION DE LOS CLONES ESTABLES

La geneticina (G418) es un antibidtico del tipo aminoglucésido, que actda inhibiendo
la sintesis de los polipéptidos mediante el bloqueo del proceso de elongacién al unirse a la
subunidad 80S del ribosoma, exclusiva de los organismos eucariotas. El pldsmido pEGFPN1
utilizado para la construccién en la que se incluye la proteina CIC-5 WT presenta resistencia

a los antibiéticos de esta clase, por lo que se eligié el G418 para su seleccion.

Se cultivaron 0,2x10° células HEK293 /ml por pocillo en medio DMEM-HG a 37°C,
en atmésfera hiimeda con 5% de CO, y se expusieron a concentraciones crecientes de G418
durante 4 dias en placas de 24 pocillos, distribuidas en 5 columnas (4 fueron expuestas a la
droga y una se utilizé6 como control negativo) y 4 filas. Durante 4 dias y cada 24 horas se
cuantificé el nimero de células de cada uno de los pocillos de la primera fila, mientras que a

el resto de los pocillos solo se les realizé un lavado con medio. Este proceso fue desarrollado
a diferentes concentraciones de G418, desde 0,1 a 1 M (0,1; 0,2; 0,4; 0,8; 1M) (Figura 12).
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Figura 12. Disefio experimental para el estudio dosis-respuesta de células HEK293 ante G418 donde se
representan cada una de las concentraciones aplicadas. También se representa la toma de las mues-
tras cada dia, hasta llegar a las 96 horas.

2.3. TRANSFECCION Y SELECCION DE LOS CLONES

Una vez obtenidas las construcciones con la proteina de fusién CIC-5 WT y mutantes,
se procedié a la transfeccién en la linea celular HEK293 mediante lipofeccién, usando el

reactivo X-tremeGene HP DNA reagent (Roche) y siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se sembraron placas de 6 pocillos a 1x10° células/ml-pocillo en medio DMEM-HG, y tras

alcanzar la confluencia entre 80-90%, se procedid a la transfeccién. La proporcién de dilucién
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de reactivo/ADN usado fue de 4:1 (pl: pl). El diluyente usado fue Opti-MEM (7hermo Fisher
Scientific, MA, EE. UU). Transcurridas 48 horas después de la transfeccion, se procedié a afia-
dir G418 a 0,8 M (dosis elegida para la seleccién). Nueve dias después, las células se pasaron
a placas de 24 pocillos para la seleccién de clones. Mediante microscopia de fluorescencia se
monitorizd la progresién de los clones, estudiando la viabilidad celular para reconocer aquellos

que han incorporado el pldsmido, seleccionando aquellos con propiedades similares.

Una vez establecidas las lineas celulares que expresan la proteina de fusién WT y mu-
tantes, fueron criopreservadas en nitrégeno liquido a una temperatura de -196°C, en medio
DMEM sin suplementacién y con DMSO al 10%. Para su uso posterior, se descongelaron a
37°C e inoculan en 15 ml DMEM-HG suplementado con G418 0,8M.

2.4. ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR POR REDUCCION DEL coMPUESTO MTT (Bro-
MURO DE 3-(4,5-DIMETILTIAZOL-2-IL)-2, 5-DIFENILTETRAZOLIO) PARA LA DETERMI-
NACION DE LA DOSIS DE CHAPERONAS A ENSAYAR EN CELULAS HEK293

Con el fin de determinar las dosis viables de las diferentes chaperonas quimicas a en-
sayar en la linea celular HEK293, se midieron los niveles de actividad metabdlica de las
células a través del ensayo colorimétrico con el reactivo MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltia-
zol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio).

Se cultivaron células HEK293 en placas de 96 pocillos a una densidad de 0,2x10* células/poci-
llo. Después de alcanzar una confluencia entre 70-80%, se afiadieron los firmacos a diferentes con-
centraciones utilizando DMSO como vehiculo, a concentraciones previamente seleccionadas a par-
tir de la bibliografia (Gupta ez 2/ 2012; Upagupta et al., 2017; Liu ez al., 2020; Mimori ez al., 2019;
Ren ez al., 2013). Tras 24-48h de tratamiento, se anadié el MTT (12mM) (7hermo Fisher Scientific,
MA, EE. UU) mezclado en el medio de cultivo y se incubé a 37°C durante 1 hora y 30 minutos.
Para cuantificar la reaccién, se disolvié la mezcla de MT'T con medio en DMSO (dimetilsulféxido)
(AppliChem PanReac), se incub6 durante 1 hora a 37°C y se midié absorbancia a una longitud de
onda de 570 nm utilizando el espectrofotémetro de microplacas Multiskan™ Sky (7hermo Fisher
Scientific, MA, EE. UU). Los ensayos se realizaron por triplicado para cada grupo, con un control

de vehiculo (DMSO) un control de células no tratadas, y un blanco de reaccién (pocillos vacios).

Para determinar el porcentaje de viabilidad de las células, se realizé el siguiente cdlculo:

(Valor medio A570-blanco)
(Control-blanco)

9% Viabilidad =
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2.5. TRATAMIENTO CON CHAPERONAS QUIMICAS

Las chaperonas seleccionadas fueron dcido tauroursodeoxicélico (TUDCA) (Millipore
Sigma, Merck, Darmstadt, Alemania) y 4-fenilbutirato de sodio (4-PBA) (Santa Cruz Biote-
chnology, Texas, EEUU). Tras la determinacién de las dosis éptimas para el TUDCA (1 mM)
y el 4-PBA (2,5 mM) mediante ensayos de viabilidad con MTT, se cultivaron 1x10% células
HEK293/ml, que expresan la proteina de fusién CIC-5 WT o mutantes, en placas de Petri
de 35 mm (WP, Florida, EEUU) en medio DMEM sin rojo fenol (Gibco, Thermo Fisher
Scientific, MA, EE. UU), hasta alcanzar una confluencia de un 80%. Posteriormente se tra-
taron con 4-PBA o TUDCA durante 24h. Tras ese periodo de incubacién, se procedié a la

realizacién de ensayos de citometria de flujo y microscopia confocal.

2.6. CITOMETRIA DE FLUJO

La intensidad de la fluorescencia de la proteina de fusién CIC-5-GFP W, asi como
con las mutaciones de clase 1 incluidas, antes y después de los tratamientos fue determinada
utilizando el citémetro de flujo CytoFLEX S (Beckman Coulter, EEUU). Para ello las células
vivas se cultivaron durante 24h con o sin tratamiento (TUDCA 1mM y 4-PBA 2,5mM), fue-
ron tratadas con tripsina 1X (Sigma-Aldrich) en tampén PBS, se centrifugaron 10 minutos
a 1500 rpm y se resuspendieron en PBS fresco para su andlisis. La proteina CIC-5-GFP fue
excitada con un ldser de 488 nm y emision en el filtro de 525 nm. Se realiz6 una seleccién de
la muestra en funcién del tamafio de las células, para diferenciar el grupo de células vivas vs.
muertas mediante una grafica de dispersién frontal (FSC) y lateral (SSC). La media de la in-
tensidad de la GFP se calculé a partir de 15.000 células vivas por muestra y utilizando un mi-

nimo de 3 muestras. Se realizé un seleccién adicional para eliminar las células GFP negativas.

2.7. MIcrRoscoPiA CONFOCAL

La expresién de las proteinas de fusién CIC-5 WT y mutantes fue observada utilizando
el equipo de microscopia confocal espectral con superresolucién LSM980 con AIRYSCAN 2
(Carl Zeiss Iberia, Madrid, Espafia). Las imdgenes se adquirieron en secciones medianas x-y
en 20 planos focales. Se utiliz6 un objetivo Plan-Apochromat (Carl Zeiss Iberia) de 63x con
una apertura numérica de 1,4 con inmersion en aceite Carl Zeiss™ Immersol™ 23°C (Ther-
moFischer Scientific). Se utilizé el ldser con una onda de excitacién 488 nm para la GFP,
con un tiempo de exposicién de 629 ms. Para el procesamiento de las imdgenes se utilizé el
software Zen Blue (Zeiss) y el software Fiji (Chindelin ez 4/., 2012).
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3. TRATAMIENTO DEL RATON KI Crcn5V523DEL CON ACIDO TAUROURSODEOXICO-
Lico (TUDCA)

Para este estudio utilizamos el ratén KI Clern5Val523del generado y caracterizado pre-
viamente (Perdomo-Ramirez, Tesis Doctoral y manuscrito en preparacién). Se seleccionaron
dos grupos de ratones macho asigndndose como el grupo “Dent” aquellos que portaban la
mutacién p.(V523del) en el ex6n 10 del gen CLCN5, y como el grupo “WT” aquellos con la
secuencia salvaje, determinado mediante secuenciacién automadtica. Los pardmetros medidos
fueron la £32-microglobulina, como marcador de PBPM; calcio y fosfato en la orina para de-

terminar la hipercalciuria o hiperfosfaturia, y los volimenes excretados de orina.

3.1. GENotIPADO DE L0S RATONES WT v KI CLcN5V523DEL

El genotipo de los ratones se determiné entre las 4 y 6 semanas de edad, a partir de ADN
extraido de tejido de la oreja amplificado mediante PCR con cebadores especificos (Tabla 5).
La extraccién y amplificacién de ADN se realizé con el kit de genotipado de ratén AccuStart™
IT (Quanta Biosciences, Beverly, MA, EE. UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Los amplicones obtenidos se purificaron con NucleoSpin™ Gel and PCR Clean-up Kit (Ma-
cherey Nagel), y posteriormente se enviaron a Macrogen Espafa para su secuenciacién. Las
secuencias se compararon utilizando la herramienta BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

Blast.cgi) con la secuencia de referencia para Clen5 (AF134117.1).

Tabla 5. Secuencia de cebadores para comprobar la mutacion en el ex6n 10 de CLCN5 para el genoti-
pado de ratones Kl Clcn5V523del o WT.

Cebador con sentido Cebador antisentido

5-ACTGACTCCCATGCTTTGCT-3' 5'-CATCACATCCATTGCCAGAG-3'

3.2. MANTENIMIENTO DE ANIMALES

Los ratones KI (Clen5V523del) y WT se mantuvieron en el animalario-estabulario del
Servicio General de Apoyo a la Investigacién (SEGAI) de la Universidad de La Laguna, en
jaulas ventiladas individualmente, con cuatro/cinco animales por jaula, bajo condiciones am-
bientales controladas (temperatura 22 + 2°C; humedad relativa 60-70 %), libre acceso a

comida y agua, y en un ciclo regular de luz/oscuridad de 12/12 h. Este estudio fue aprobado
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por el Comité de Etica de Investigacién y Bienestar Animal (CEIBA) de la Universidad de La

Laguna y la Consejeria de Agricultura, Ganaderia, Pesca y Aguas del Gobierno de Canarias.

3.3. RECOLECCION DE MUESTRAS

Los ratones se aclimataron a su entorno durante una semana antes de los experimentos.
Antes y después de cada ensayo, se colocaron en jaulas metabdlicas con acceso ad libidum a
dieta y agua normales, donde se tomaron muestras de orina de 24 y 48 horas, se recogieron
las medidas de peso corporal y cantidad de alimento y agua ingeridos. Ademds, se recogie-
ron muestras de sangre por puncién en la cola o seno venoso submandibular. Las muestras
de orina se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 min para eliminar restos, se dividieron en
alicuotas y se almacenaron a -20°C. Las muestras de sangre se centrifugaron a 12000 rpm
durante 5 min para la separacién del suero. Este se dividi6 en alicuotas y se almacené a -20

°C hasta su posterior andlisis.

Las muestras se conservaron hasta su andlisis con el objeto de medir los pardmetros bio-

quimicos caracteristicos de la ED (calcio, fosfato, creatinina y PBPM).

3.4. Tratamiento DEL KI Cren5V523pEL con TUDCA

Para llevar a cabo el ensayo, se seleccionaron 4 grupos de individuos de tres meses de
edad; ratones WT (vehiculo y tratados) y KI (vehiculos y tratados). A los ratones selecciona-
dos para la intervencién se les administré 250 mg/kg de preparado TUDCA-solucién salina
intraperitoneal (IP) durante 20 dias. Al grupo control de ratones se les administré el mismo
volumen de solucién salina por via IP durante el mismo tiempo. La dosis y el tiempo de ad-
ministracién usados en este ensayo se basaron en estudios previos en modelos de ratén con
diabetes de tipo 2 (Ozcan et al., 2000).

3.5. PARAMETROS BIOQUIMICOS

Se midieron los siguientes pardmetros bioquimicos a partir de muestras orina y sangre:

En orina:
e PBPM (B2-microglobulina y CC16)
e Fosfato, calcio y creatinina

* N-Acetyl-8-D-Glucosaminidasa
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En sangre:

e (Creatinina sérica

Se cuantificaron los niveles de B2-microglobulina urinaria como marcador de la PBPM
mediante el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas o ELISA (del inglés “Enzyme-Linked
Inmunosorbent Assay”) utilizando el kit Mouse Beta-2-Microglobulin (ab223590) (Abcam,
Cambridge, Reino Unido). La CC16 (proteina de la clara 16), otra proteina de BPM, fue
cuantificada usando el kit de ELISA Mouse Clara cell protein (MBS162262) (MyBiosource,
San Diego, CA, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Los niveles de creatinina sérica y urinaria se determinaron empleando el kit de ELISA
Mouse Creatinine (MBS763433) (MyBioSource, San Diego, CA, EE.UU.), siguiendo las ins-
trucciones del fabricante. Los niveles del aclaramiento de creatinina (ACr) se expresaron en

ml/min/kg y se calcularon siguiendo la ecuacién:

(U (ml/24h)*CrU (mg/dl)/CrS (mg/dl))*1440

ACr (ml/minfkg) = k)
P

Donde U es el volumen de orina en 24h, CrU se refiere a la concentracién de creatinina
en orina, CrS a la concentracién de creatinina en suero, 1440 resulta de transformar 24 horas

en minutos, y P es el peso del animal.

Las concentraciones de fosfato y calcio en la orina se determinaron utilizando los kits
colorimétricos Phosphate Colorimetric (MAKO030) y Calcium Colorimetric (MAKO022) (Sig-

ma-Aldrich), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Como marcador de dafio renal tubular se cuantificaron los niveles de N-acetyl-B-D-glu-
cosaminidasa (NAG) utilizando el kit de ELISA Mouse NAG (MBS703771) (My BioSource,
San Diego, CA, EE.UU.)), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Las reacciones se midieron por espectrofotometria y se cuantificé la absorbancia usando

el espectrofotémetro de microplacas Multiskan™ Sky (Thermo Fisher Scientific, Inc).

La concentracién total de los diferentes pardmetros fue calculada multiplicando la con-

centracién obtenida segin cada kit por su respectivo volumen de orina obtenido a las 24h.
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3.6. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos de los diferentes experimentos se han analizado empleando esta-
disticos de resumen: frecuencia relativa de cada categoria, percentiles 50 (5-95) o tertiles, y
de escala no normal y media + Desv. Est. (desviacion estindar) y de escala no normal segiin
corresponda. La normalidad de los valores medios se estableci6 segtin el estadistico Kolmo-
gorov-Smirnov. Las variables de intensidad media de fluorescencia (Bloque 2), asi como los
niveles de PBPM (Bloque 3) se transformaron logaritmicamente antes del anélisis para garan-
tizar la normalidad y reducir la variabilidad. Para determinar las diferencias de media entre los
diferentes grupos de estudio, se utilizaron estadisticos paramétricos (T-test) y no paramétricos
(Mann-Whitney) para muestras pareadas y no pareadas, de forma general. Especificamente,
para el estudio de los datos obtenidos del tratamiento con el TUDCA, se aplicé un modelo
mixto de medidas repetidas para estudiar la interaccién de todos los factores, asi como el
efecto individual de cada uno de los factores sobre las variables medidas. Para todos los casos,
consideramos como valor significativo el p-valor <0,05. Los andlisis se han realizado mediante
el programa SPSS v25.0 (IBM Statistics) o por el programa GraphPad Prism 6.0 (Dotmatics,
GraphPad Software, San Diego, California, Estados Unidos).
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1. EFECTO DE LAS PRESUNTAS MUTACIONES DE CAMBIO DE SENTIDO DEL GEN CLCN5
SOBRE EL PRE-ARNM

1.1. ANALISIS IN SILICO DE LAS MUTACIONES DE CAMBIO DE SENTIDO PRESENTES EN
LA BIBLIOGRAFIA

Con el fin de determinar el posible impacto de mutaciones de cambio de sentido des-
critas en el gen CLCN5 (ENST00000307367.2), sobre el procesamiento del pre-ARNm,
se seleccionaron 63 mutaciones (Anexo I) a partir de la literatura (Mansour-Hendili ez /.,
2015) y de la base de datos HGMD. Estas se analizaron a nivel computacional o in silico,
utilizando herramientas informdticas que permiten predecir el efecto de cambios de un tnico
nucledtido tanto en secuencias consenso como en elementos reguladores del proceso de corte
y empalme. Los criterios de seleccién de estas mutaciones fueron: a) que las mutaciones estu-
vieran localizadas a +70/-70 de los sitios aceptores y donadores exénicos y, b) que al menos 2

de las 3 herramientas bioinformadticas predijeran un efecto sobre el splicing.

De las 63 mutaciones, solo 10 cumplieron estos criterios (Tabla 6): ¢.193G>A; p.(-
GO65R) localizada en el exén 3, ¢.731C>T; p.(S244L), ¢.781G>A; p.(G261R) y ¢.800A>C;
p-(E267A), localizadas en exén 7, c.1384G>A; p.(G462S), c.1511T>A; p.(M504K), c.
1516G>A; p.(G506R), c.1517G>A; p.(G506E), c.1535G>A; p.(G512D), localizadas en el
ex6n 9,y ¢.1537G>A; p.(G513R) localizada en el exén 10.

Se afadieron al estudio las mutaciones ¢.1639T>C; p.(W547R) y ¢.1641G>T;
p-(W547C), ambas localizadas en el exén 10 del gen CLCN5, siendo esta tltima encontrada
en un paciente analizado en nuestro centro. Estas mutaciones no cumplen con el criterio de
localizacién establecido (+70/-70 de los sitios aceptores y donadores exdnicos), sin embargo,
son de interés debido a que en estudios previos de nuestro grupo se observé que una muta-

cién en el mismo codén, p.W547G, incrementa la expresién de una isoforma de la proteina
CIC-5 que carece de los exones 10 y 11 (Ramos-Trujillo ez a/., 2007).
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Construimos 4 minigenes portando el ex6n 3 (pET01ex3), de 340 pb, el exén 7 (pE-
T01lex7) de 321 pb, el exén 9 (pET01ex9) de 427 pb, y los exones 10y 11 (pET01ex10,11)
de 856 pb, de forma independiente. Las mutaciones de interés se introdujeron en el corres-

pondiente exén (Figura 13).
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Figura 13. Representacion esquematica de los minigenes construidos en el vector de expresién pETO1.
Los exones de CLCN5 estan flanqueados por los exones 5'y 3' de pETO01, seguidos de un sitio de poli-
adenilacién (cola poli A). Las lineas rojas indican la ubicacién de las mutaciones. Se indica el tamafio de
los exones de CLCN5 y pETO1. Los nimeros en rojo indican la posicion de las mutaciones con respecto
a los sitios aceptores (+) o donadores (-). GU/AG indican los nucleétidos canénicos de los sitios de splic-
ing. También se muestran los sitios de restriccion para Xhol, BamHI y Xbal. LTR, promotor de repeticién
larga terminal (“long terminal repeat”) del virus del sarcoma de Rous.
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Encontramos que todas las construcciones con las secuencias W' produjeron transcritos
que contenian su correspondiente ex6n y solo 3 de las construcciones portadoras de mutacio-
nes dieron lugar a alteraciones del procesamiento del pre-ARNm (c.1535G>A, ¢.1537G>A
y ¢.1641G>T). El resto de las construcciones portadoras de mutaciones produjo transcritos

que contenfan su correspondiente exén procesado de manera correcta.
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Figura 14. Electroforesis en geles de agarosa mostrando los resultados del analisis de RT-PCR de tran-
scritos expresados a partir de minigenes de CLCN5 que contienen los exones WT y mutantes. A) Con-
strucciones con el exdén 3 de CLCN5. B) Construcciones con el exén 7. €) Construcciones con el exdn 9. D)
Construcciones con los exones 10y 11. Las mutaciones en el exén 10 ¢.1535G>A, ¢.1537G>Ay ¢.1641G>T
generaron productos de ARNm del mismo tamafio que el WT junto a productos de tamafio alterado.

1.2. MUTACIONES PRESENTES EN EL MINIGEN CON LOS EXONES 10 v 11 QUE MODIFI-
CAN LA EXPRESION DEL PRE-ARNM

La mutacién c.1535G>A; p.(G512D) (Tabla 6 y Figura 13), localizada en la posicién +1
con respecto al sitio 5 del ex6n 10 (tgcagATGGGG; el nucledtido afectado por las variantes apa-
rece en negrita y el motivo AG correspondiente al sitio de splicing del aceptor en el intrén 9 estd
subrayado. Las secuencias intrénicas y ex6nicas estdn en mindsculas y mayusculas, respectivamen-
te, a lo largo del texto). Las herramientas informdticas MutPredSplice y CADD-splice, predicen que
esta mutacion altera los sitios de splicing (Tabla 6). Sin embargo, el andlisis con NNsplice mostrd
que la puntuacion del sitio aceptor de splicing apenas varia a consecuencia de la mutacién (0.99 a
0.98) y SpliceAl no predice cambios en los sitios de splicing (Tabla 6). Para estudiar el efecto de esta
variante creamos un minigén que contiene los exones 10 y 11, asi como sus secuencias intrénicas
flanqueantes (pET01ex10-11) (Figura 13). Los minigenes W' y mutantes fueron transfectados
en células HEK293T de forma independiente y se analizaron mediante RT-PCR. Los resultados

de la electroforesis revelaron un patrén de bandas diferentes para el minigén WT y mutante (Fi-
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gura 14). La construcciéon WT generé el producto de splicing esperado con un tamano de 850
pb, consistente con el transcrito WT; asi como una banda de aproximadamente 450 pb (Figura
14). Mediante secuenciacién automdtica directa se confirmé que esta banda de pequefio tamafio
se corresponde con la exclusién del exén 10 del trdnscrito (Figura 15). La herramienta de andlisis
de secuencias de HSF (Tabla 7) mostr6 que la mutacién ¢.1535G>A genera 3 elementos exdnicos
silenciadores del splicing (ESS) superpuestos, no presentes en la secuencia WT: un motivo Sironil
(gcagATGG) (Sironi ez al., 2004), dos motivos Sironis2 (agATGGG y gATGGGG) y un sitio de
reconocimiento para las hnRNPA1 (gATGGG) (Figura 16 y Tabla 7). La herramienta FAS-hex3
ESS (Wang et al., 2004) mostré la presencia de dos motivos hexdmeros £8S causados por la mu-
tacién, ausentes en la secuencia WT: gATGGG y ATGGGG, que coinciden con el motivo £5S
hnRNPA1, y con uno de los motivos Sironi2, respectivamente. Estos motivos ESS creados por la
mutacién, localizados al inicio del exén 10, podrian estar disminuyendo la incorporacién del exén

10 al ARN mensajero maduro en nuestro sistema de minigenes.

La mutacién ¢.1537G>A; p.(G513R) fue identificada en un paciente analizado en nuestro
centro (Tabla 6) y se localiza en la posicién +3 con respecto al sitio 5° aceptor de splicing del exén
10 (tgcagGTAGGG). Las herramientas MutPredSplice, CADD-splice y SpliceAl sugieren que la
variante puede alterar el splicing del pre-ARNm de CLCN5 (Tabla 6). El anilisis de la puntua-
cién de los sitios aceptores con el NNsplice indica que la mutacién no genera cambios en estos
sitios (0.99). Para investigar las consecuencias de la variante ¢.1537G>A en el procesamiento del
pre-ARNm, usamos minigenes que inclufan a los exones 10 y 11 (pET01ex10-11) (Figura 13).
Los minigenes WT y mutantes fueron transfectados en células HEK293T de forma independien-
te y se analizaron mediante RT-PCR. La secuenciacién directa mostré que, el minigén mutante
(c.1537G>A; p.(G513R)) gener6 un producto de 450 pb que se corresponderia con la exclusién
del exén 10, asi como una banda de aproximadamente 850 pb que se corresponde con los exones
10y 11 correctamente procesados (Figura 14y 15). Dos bandas adiciones de aproximadamente
700y 750 pb fueron observadas (Figura 14), pero no fue posible su separacién para el andlisis por
secuenciacién automdtica. La herramienta de andlisis de secuencias de HSE, mostré la presencia
en la secuencia mutante de diferentes motivos £S5S superpuestos, incluyendo un motivos Sironi2
(GTAGGGT) y un sitio de reconocimiento para las hnRNPA1 (TAGGGT) (Figura 16 y Tabla
7). Adicionalmente, esta regién contiene 3 hexdmeros FAS-hex3 superpuestos (GGTAGG, TAG-
GGT and AGGGTG), no presentes en la secuencia WT (Tabla 7). La presencia de estos motivos
ESS al inicio del exén 10 a causa de la mutacién podria dar lugar a que la maquinaria de corte y

empalme no reconociera el sitio aceptor canénico del exén 10 resultando en su exclusién.

La variante ¢.1641G>T; p.(W547C) (Tabla 6), también identificada en un paciente analiza-
do en nuestro centro, estd localizada en la posicién +107 con respecto al sitio 5" aceptor de splicing
del ex6n 10 (AAGTGTGTGG). El andlisis de la secuencia mutante con el CADD-splice sugiere
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que existe un efecto sobre el procesamiento del pre-ARNm, sin embargo, el SpliceAl no predice
cambios en los sitios de splicing (Tabla 6). El NNsplice no indica ningtin cambio en la puntua-
ci6én del sitio aceptor de splicing causado por la mutacion (0.99). La herramienta HSF identific6
la presencia de 3 motivos Sironi2 (AGTGTGT, TGTGTGG and TGTGGCA) (Figura 16 y
Tabla 7). Superponiéndose a estos motivos encontramos un hexdmero ESS FAS-hex3 (GTGT-
GG) (Figura 16). El andlisis de la RT-PCR del minigén mutante (c.1641G>T; p.(W547C) y la
secuenciacién automadtica directa revelaron una banda correspondiente al transcrito W'y otra de
pequeio tamano de 240 pb, correspondiéndose a la unién de los dos exones presentes en el vector
pETO01(Figura 14y 15). En este sentido, la mutacién ¢.1641G>T; p.(W547C) estaria causando
la exclusién de los exones 10 y 11 en nuestro minigén (Figura 15) probablemente por unién de
represores del splicing que reconocen a los motivos £SS. Curiosamente, el andlisis de HSF de la
variante ¢.1639T>C; p.(W547R), localizada en la posicién +105 del sitio aceptor y a solo dos
nucledtidos de distancia de la variante ¢.1641G>T; p(W547C), no predice la generacién de sitios

ESS'y no mostré una sintesis aberrante del pre-ARNm en nuestro sistema de minigenes (Tabla 7).

A / c.1535G>A; p.(G512D) WT Ex6n 10-11 %
L . m ._,m .
MI\(W\NWW [m W\W \/\ jw W\J\A WW ¢.1535G>A; p. (GS12D)

pETO1 5’ CLCN5 ex6n 11
e y

B / ¢.1537G>A; p.(G513R) WT Ex6n 10-11 -
HllllllllllélllllllllllllllIl lIIlllllllIII ._m_ -»I -
WANM[ M MW\ N\A %l\ W\/ Mﬂ c.1 53;G>A; p.(GS13R;

\_ PETO1S CLCN5 exén 11 P

C / 1641G>T; p.(W547C) WT Ex6n 10-11 \

IlI|Il|||||llI|1- .
cccccccccccccccccccccccccc
b .—m —.->

W\N}/\/\N M AJ\WV\M‘ \ ¢.1641G>T; p. (ws47c>

Figura 15. Resultados de la secuenciacién de los productos alterados obtenidos de la RT-PCR de la
construccién con los exones 10-11 del gen CLCN5, y representacion esquematica de los mismos. A)
Mutacion c.1535G>A; p.(G512D). B) Mutacién c.1537G>A; p.(G513R). C) Mutacién c.1541G>T; p.(W547C).
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Tabla 7. Sitios ESS en el exdn 10 de CLCN5 causados por las mutaciones ¢.1535G>A, c.1537G>A, c.
1639T>G, ¢. 1639T>Cy c.1641G>T, segun la herramienta bioinformatica HSF.

Secuencia

Secuencia mt

Posicion ESS WT c.1535G>A WT VC \'[ avc
1 Motivo Sironi = GCAGaTGG NP 62,20 Novo
1 Motivo Sironi2 -- AGaTGGG NP 82,65 Novo
1 ESS hnRNPA1 - GaTGGG NP 66,79 Novo
1 Motivo Sironi2 -- GaTGGGG NP 80,51 Novo
Posicién ESS s“";:T“Cia si‘;‘:;‘;(';:‘t WTVC VC  AVC
1 Motivo Sironi2 -- GTaGGGT NP 64,4 Novo
2 Motivo Sironi2 TGGGGTG - 71,04 NP Ninguno
2 ESS hnRNPAT - TaGGGT NP 99,41 Novo
Posicién ESS sec";:T“"ia se‘;‘;g'g';iaemt WTVC VC  AVC
100 Motivo Sironi2 -- GCAAGgEG NP 62,31 Novo
101 ESS hnRNPA1 -- CAAGEG NP 65,13 Novo
101 Motivo Sironi2 = CAAGgGG NP 70,66 Novo
101 Motivo Sironi1 CAAGTGGG CAAGEGGG 7517 7517 0
102 ESS hnRNPA1 AAGTGG AAGEGG 67,03 82,27  -1524
102 Motivo Sironi2 - AAGEGGG NP 64,21 Novo
102 Motivo Sironi - AAGEgGGGT NP 61,16 Novo
103 Motivo Sironi2 AGTGGGT AGgGGGT 81,60 69,06 12,54
104 Motivo Sironi2 = GgGGGTG NP 67,96 Novo
105 Motivo Sironi2 TGGGTGG gGGGTGG 71,04 67,96 3,08
Posicién ESS se‘"::T“"a sec‘ffl‘ng(';;“t WTVC VC  AVC
101 Motivo Sironi CAAGTGGG CAAGTGtG 7517 61,64 13,54
102 ESS hnRNPA1 AAGTGG - 67,03 NP -
103 Motivo Sironi2 AGTGGGT AGTGEGT 81,60 64,69 -1,87
105 Motivo Sironi2 TGGGTGG TGtGTGG 71,04 83,58  -16,19
106 Motivo Sironi2 GGGTGGC -- 66,88 NP --
107 Motivo Sironi2 GGTGGCA tGTGGCA 69,67 72,75 12,54
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Secuencia Secuencia mt

Posicion ESS WT 1639T>C WT VC \'[¢ avc
101 Motivo Sironi‘ CAAGTGGG CAAGCGGG 7517 7517 0
102 ESS hnRNPA1 AAGTGG AAGCGG 67,03 67,03 0
103 Motivo Sironi2 AGTGGGT AGCGGGT 81,60 69,06 12,54
105 Motivo Sironi2 TGGGTGG cGGGTGG 71,04 61,17 9,87
101 Motivo Sironi2 CAAGTGGG CAAGCGGG 7517 7517 0
102 ESS hnRNPA1 AAGTGG AAGCGG 67,03 67,03 0

WT, secuencia salvaje; mt, secuencia con la mutacion; los nucledtidos afectados por la mutacion se
muestran en letras minusculas; --, sin cambios; VC, valores consenso de Human Splicing Finder (cuanto
mayor sea la puntuacién, mayor sera la confianza de que los factores trans correspondientes reconoz-
can el sitio); AVC, WT VC- VC mutante (si las diferencias son negativas, la confianza de que se forme el
ESS a consecuencia de la mutacién es mayor); NP, VC no presentes; Ninguno, no hay diferencias VC;
Novo, motivos ESS que solo se observan en secuencia mutante.

c.1535G>A

gcagATGG [ELugutligh

(Sironi motif 2)

rvielefeled) (Sironi motif 2)
- 1€ 2 ¢7] (hnRNPA1)

gcagATGGGGTGACTCGGATGACTGTTTCTCTTGTTGTCATAATGTTTGAACT...

5 3

¢1537G>A

([egy.Ne/ele) ) (Sironi motif 2)
J{@(eleil | (hnRNPA1)

gcagGTAGGGTGACTCGGATGACTGTTTCTCTTGTTGTCATAATGTTTGAACT...

5 3

¢.1639T>G (Ramos-Trujillo et al., 2007)

(e[e).V:{ele el (Sironi motif 2)
@... ¢ ¢ | (hnRNPAD)
(@.V.{ele e el (Sironi motif 2)

... ¢ ©¢ | (hnRNPAD)

v.V:\elelee/e (Sironi motif 2)

y.v.\ele{ele[e M (Sironi motif 1)
(elelefeleyel (Sironi motif 2)

LY ....GACAAGCAAGGGGGTGGCAGATGCTCTTGGGC..... 3
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¢1641G>T

(Sironi motif 2)
(Sironi motif 2)
(Sironi motif 2)

Figura 16. Representacién esquematica de los ESS generados por las mutaciones en el exén 10 de CLCN5
€.1535G>A, c.1537G>A, c. 1639T>G, y ¢.1641G>T, segun la herramienta bioinformatica HSF. Las secuencias
intrénicas estan en minusculas y las secuencias exénicas en mayusculas; Los ESS mostrados son secuen-
cias de novo o con ACV negativo.

1.3. MUTACIONES QUE NO DIERON LUGAR A ALTERACIONES DEL PRE-ARNM EN NUES-
TRO SISTEMA DE MINIGENES.

También, estudiamos una variante en el exén 3, ¢.193G>A; p.(G65R), ubicada en la posicién
-13 con respecto al sitio donador del intrén 3; tres variantes en el exén 7, ¢.731C>T; p.(S244L),
ubicada en la posicién +8 con respecto al sitio aceptor del intrén 6, ¢.781G>A; p.(G261R),
ubicado en la posicién -24 con respecto al sitio de splicing donador del intrén 7 y ¢.800A>C;
p-(E267A), ubicada en la posicién -5 con respecto al sitio donador del intrén 7; y cinco variantes
en el exén 9, c.1384G>A; p.(G462S), ubicada en la posicién +37 con respecto al sitio de splicing
aceptor del intrén 8, c.1511T>A; p.(M504K), ubicada en la posicién -24 con respecto al sitio de
splicing donador del intrén 9, ¢.1516G>A; p.(G506R), ubicada en la posicién ~19 con respecto
al sitio de splicing donador del intrén 9, ¢.1517G>A; p.(G506E), ubicada en la posicién -18 con
respecto al sitio de splicing donador del intr6n 9, y ¢.1534G>C; p.(G512R), ubicada en la posicién
-1 con respecto al sitio de splicing donador del intrén 9 (Figura 13). El andlisis bioinformdtico
de estas variantes sugirié posibles alteraciones en el procesamiento del pre-ARNm (Tabla 6). La
variante ¢.193G>A; p.(G65R) generd un nuevo sitio aceptor en el exén 3 segin HSF (Tabla 6),
pero SpliceAl no predijo cambios en los sitios de empalme (Tabla 6). Para las tres variantes locali-
zadas en el ex6n 7 se predijo la generacién de sitios £5S'y la pérdida de sitios £SE segtin HSE una
reduccién en el nimero de transcritos segiin SPANR y una ganancia de un sitio donador para la
variante ¢.781G>A; (p.G261R) segtin SpliceAl (Tabla 6). Segtin MutPredSplice y CADD-splice, las
variantes del exén 9 ¢.1384G>A; p.(G462S), c.1511T>A; p.(M504K), ¢.1516G>A; p.(G506R)
y ¢.1534G>C; p.(G512R) causan la interrupcién del splicing del pre-ARNm (Tablas 6). Para las
variantes ¢.1517G>A; p.(G506E), c.1384G>A; p.(G462S) y c.1511T>A; p.(M504K), el HSF
predijo que podrian generar sitios £5S (Tabla 6). Segiin Sp/iceAl, ninguna de estas variantes altera
los sitios de splicing (Tabla 6). El estudio funcional de todas estas mutaciones en nuestro sistema

de minigenes no confirmé ninguna de estas predicciones (Figura 14).
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2. CREACION Y CARACTERIZACION DE LINEAS CELULARES QUE EXPRESAN PROTEINAS CLC-5
MUTANTES COMO MODELOS DE LA ED1 Y TRATAMIENTO CON CHAPERONAS QUIMICAS

2.1. DETERMINACION DE DOSIS Y TIEMPO OPTIMOS DE EXPOSICION DE LAS CELULAS
HEK?293 4 1.4 GENETICINA (G418).

El primer paso critico para la generacién de lineas celulares estables es determinar la
concentracién éptima de antibidticos para seleccionar colonias celulares estables; la concen-
tracién 6ptima depende del tipo de célula. Una curva de seleccién es un experimento de
dosis-respuesta en el que las células se someten a cantidades crecientes de antibidtico para
determinar la concentracién minima de antibidtico necesaria para matar todas las células en
el transcurso de una semana. El efecto de la exposicién de las células HEK293 ante G418 se
evalué en base a dos aspectos: la concentracién de G418 y el tiempo de exposicién. Obser-
vamos que, sin fdrmaco, las células crecian exponencialmente, mientras que al aumentar la
concentracién de G418 en este patrén se reducia. Por tanto, a 0,8 M las células atin podrian
crecer a un ritmo deseable mientras se conserva la presidn selectiva sobre el pldsmido inserta-
do (Figura 17). En este sentido, generamos una referencia para el reconocimiento posterior
de aquellas células que habian incorporado el pldsmido. Se expusieron las células transfecta-
das a la concentracién de G418 elegida y se observé una velocidad de crecimiento més rdpida,

lo que indica que el pldsmido se integré con éxito.

Concentracion
350 G418 mM
2 300 0
£ 250
3 200
2 150 02
2 0,4
8100 0.6
Z 50 08
0 1

Dias

Figura 17. Curva dosis-respuesta de tratamiento con G418 en las células HEK293.
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2.2. DETERMINACION DE 1AS DOSIS DE 4-PBA v TUDCA MEDIANTE ENSAYOS DE
VIABILIDAD CELULAR

Para determinar las dosis dptimas de ensayo de las chaperonas quimicas 4-PBA y TU-
DCA en el ensayo de viabilidad celular, se midieron los niveles de la actividad metabdlica de
las células HEK293 mediante el ensayo con el compuesto MTT, con el fin de establecer dosis
que no disminuyeran significativamente el crecimiento celular. En la figura 18 se recogen las
dosis ensayadas, asi como los valores medios del porcentaje de viabilidad obtenidos después

de 24 horas de exposicion a la accién de las chaperonas.

4-PBA TUDCA N
e PBA e TUDCA . a
mM Media £ Desv. Media £ Desv.
100 (%) (%)
5 020 93,93 +10,05 90,18+8,80 3
§ 040  99,02+1,70 91,76+6,75 3
T 50 060 9594703 7736+874 3
% 080  93,11+6,04 9386+722 3
g 1,00 97,86 +2/45 9334+586 3
=, 120  9565+7.28 8599+683 3
RERESP e > RESKSSwe > 2 77031874 3
.. 25 8026+ 17,50 - 3
3 54,88 + 3,44 - 3

Figura 18. Porcentaje de viabilidad obtenido de las células HEK293 tratadas con diferentes dosis de
4-PBAy TUDCA.

Respecto a las dosis estudiadas en el ensayo preliminar con 4-PBA, observamos que
la concentracién de 3 mM disminuye la viabilidad celular en un 50% (Figura 18), mientras
que para las concentraciones inferiores la viabilidad se reduce entre un 5 y un 20% (Figura
18). En este sentido, consideramos que la dosis de 2,5 mM puede ser buena candidata para
el ensayo en mutaciones de clase 1, con el fin de reducir el mal plegamiento y restaurar, al
menos parcialmente el funcionamiento de CIC-5, ya que es la dosis mds alta que no genera

una reduccién significativa de la viabilidad celular.

En el ensayo con TUDCA se observO una reduccién del 25% de la poblacién celular a
una concentracion de 0,6 mM (Figura 18), siendo superior dicha reduccién en comparacién
con dosis superiores, donde la viabilidad celular vuelve a aumentar. En este caso, también
seleccionamos la dosis mds alta con menor efecto sobre la reduccién de la poblacién celular,

correspondiente a 1 mM (Figura 18).
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2.3. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE FLUORESCENCIA DE LAS PROTEINAS DE FU-
SION CLC-5-EGFP SALVAJE Y MUTANTES EN EL GRUPO CONTROL Y EN LOS GRUPOS
TRATADOS cCON TUDCA Y 4-PBA

Se cuantificaron los niveles de fluorescencia de las proteinas de fusién CIC-5-EGFP y

mutantes, mediante excitacién con un ldser de 488 nm y con emisién en el filtro de 525 nm.

En primer lugar, se realiz6 una seleccién de la muestra en funcién del tamafio celular,
para diferenciar células vivas respecto a células muertas, a partir de una grafica de dispersién
frontal (FSC, de inglés “Forward Scatter”) y lateral (SSC, de inglés “Side Scatter”) (Figura
19). Se observa que todas las muestras fueron seleccionadas de la misma manera, de forma
que la cuantificacidn es igual en todas ellas, aunque se aprecia la variacién del niimero de cé-
lulas vivas presentes en cada muestra (Figura 19). Seguidamente, se cuantificé la intensidad
de la EGFP frente al nimero de células vivas seleccionadas (Figura 20, 21 y 22). A partir de
esta seleccion se determind la media de la intensidad de la GFD, estableciendo el valor fijo de
15.000 células vivas por muestra. Asi mismo, el nimero de células HEK293 transfectadas

fue calculado eliminando el ndmero de células HEK293 no transfectadas (control negativo).

C- CIC5-WT-EGFP CIC5-V523del-EG

[VTa7aaa%) MT3(84.22%) e

[ WT7a 5%

(x 10%)

300

200

SSC-A
SSC-A

100

S T T T I — T
0 200 400 0 200 400 0 200 400

FSC-A (x10%) FSC-A (x10%) FSC-A (x 10%)

CIC5-G65R-EGFP CIC5-G462S-EGFP CIC5-G466D-EGFP

MT3(75.89%) MT3(77.61%) .

MT3(7588%) - .

SSC-A

T T T T T T T T T T T i — T T T T T T — T T T T T T
0 200 400 0 200 400 200 400
FSC-A (x 10%) FSC-A (x 10%) FSC-A (x 10%)

Figura 19. Grafico de dispersién de puntos en que se representa SSCvs. FSC. Se aprecia la seleccion de
diferentes muestras de célula viva en el canal del laser 488 nm.
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Figura 20. Histogramas en los que se compara el nimero de células vivas frente a la intensidad gen-
erada por la proteina de fusién CIC5-EGFP y las proteinas de fusion mutantes, sin tratamiento aplicado.
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Figura 21. Histograma en el que se compara el nimero de células vivas frente a la intensidad de la flu-
orescencia generada por la proteina de fusion CIC5-EGFP y las proteinas de fusion mutantes después
de aplicar el tratamiento con 4-PBA.
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Figura 22. Histograma en el que se compara el nimero de células vivas frente a la intensidad de la flu-
orescencia generada por la proteina de fusion CIC5-EGFP y las proteinas de fusion mutantes después
de aplicar el tratamiento con TUDCA.
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Figura 23. Cuantificacién de niveles de expresién de la proteina de fusién CIC-5-EGFP y mutantes, tanto en la po-
blacion de células vivas en el grupo control (sin tratamiento). UA, unidades arbitrarias. Las diferencias fueron es-
timadas mediante el analisis de la varianza (ANOVA) de una-via. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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En el ensayo control (sin tratamiento) se observé que las células que expresan la proteina de
fusién CIC5-EFGP muestran niveles significativamente de la intensidad de fluorescencia elevados
(p<0,0001) en comparacién con las células que expresan la proteina mutada (Figura 23). Por otro
lado, los valores de intensidad de fluorescencia son significativamente mayores en las células que ex-
presan la proteina de fusién CIC5-V523del-EFGP (p<0,0001) en comparacién con las células que
expresan las proteinas de fusién con las mutaciones p.(G65R), p.(G462S) y p.(G466D) (Figura 23).

En el ensayo de tratamiento con TUDCA (1 mM), se observé un aumento significati-
vo de la intensidad de la fluorescencia en las células que expresan CIC5-V523del-EGFP al
compararlo con la expresién del mutante sin tratar (p<0,05) (Figura 23). Sin embargo, se
siguen observando diferencias significativas con respecto al CIC5-EGFP WT (p<0,01). Para
el resto de mutantes parece haber un incremento de los valores medios de expresién de las
proteinas de fusién, pero los datos no son significativos (Figura 23). Respecto al tratamiento
con 4-PBA (2,5 mM) también observamos un incremento de los valores de intensidad de
fluorescencia para las células que expresan CIC-5-V523del-EGFP que, ademds, son signifi-
cativamente mds elevados (p<0,001) en comparacién con el tratamiento con TUDCA, y no
se aprecian diferencias significativas en relacién con la proteina de fusiéon CIC5-WT-EGFP
(Figura 23). No observamos un aumento de la expresion de las proteinas de fusién con mu-

taciones en los residuos de glicina respecto al tratamiento con el 4-PBA (Figura 23).

2.4. DETERMINACION DE LA LOCALIZACION SUBCELULAR Y AGREGACION DE LAS PRO-
TEINAS WT vy MUTANTES CLC-5-EGFP EN 1.4 LINEA CELULAR HEK293 Y CUANTIFI-
CACION, EN EL GRUPO CONTROL Y EN LOS GRUPOS TRATADOS cON TUDCA y 4-PBA.

Se comprobé la seleccién del plasmido pEGFPN1 WT y con las mutaciones p.(V523del),
p-(G65R), p.(G462S) y p.(G466D) vy, se determind la distribucién subcelular de la proteina

CIC-5 y se cuantificaron los niveles de intensidad fluorescencia por microscopia confocal.

2.4.1. CARACTERIZACION DE LAS LINEAS CELULARES PREVIA A LOS TRATAMIENTOS CON CHAPERONAS

QUIMICAS.

Para el grupo de células que expresan la proteina de fusién (CIC5-EGFP) (Figura 24), anali-
zamos dos planos principales; el plano focal bajo (PFB) y el plano focal medio (PFM), tanto para
la imagen correspondiente a la florescencia emitida por la proteina CIC5-EGFP (EGFP) como
para el campo claro (CC). En el PEB de fluorescencia se apreciaron grénulos verdes de pequeno ta-
mafio que se corresponden con la proteina de fusién CIC5-EGFP (Figura 24. A). Estos granulos

se observaron distribuidos dispersos a lo largo de todo el plano y aparentemente concentrados en
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los filopodios de las células HEK293. Estas prolongaciones son zonas de alto recambio celular y de
procesos de endocitosis, por lo que la presencia de la proteina CIC5-EGFP en vesiculas de endoci-
tosis es esperada. En el caso del PEM se pudo visualizar la presencia de la proteina de fusién en los
bordes de las células, con especial enriquecimiento en las regiones intercelulares (Figura 24. A). Al
observar las imdgenes del plano Z progresivo (Figura 24. B), que recorre desde el PF mds bajo al
més alto, pudimos ver cémo la distribucién de la proteina estd polarizada, es decir, se localizé ma-
yoritariamente en la parte basal y central de las células, aprecidndose las uniones célula-célula por

medio de la membrana plasmdtica, donde ocurre un aumento de la intensidad de la fluorescencia.

En el caso de las células que expresan la proteina de fusién CIC5-V523del-EGFP (Figura 25)
en el PFB pudimos observar los granulos fluorescentes de pequefio tamafo, pero con menor intensi-
dad de fluorescencia en comparacién con las células que expresan la proteina de fusién WT (Figura
25.A). En el PFM de las imdgenes de fluorescencia se observaron granulos verdes en el citoplasma y
en el borde de la membrana de las células, pero no se aprecié la acumulacién de la proteina en las zo-
nas intercelulares, a pesar de la presencia de otras células observadas en el CC (Figura 25.A). Respec-
to al plano Z progresivo (Figura 25. B), vimos c6mo en los planos més altos la proteina se acumula

dentro del citoplasma. Para esta mutacién se podria decir que los niveles de expresién de la proteina
CIC5-V523del-EGFP se ven alterados, asi como su localizacién, tanto en el PFB como en el PFM.

Para las lineas celulares que expresan las proteinas de fusién CIC5-G65R-EGFP (Figura 26),
CIC5-G462S-EGFP (Figura 27) y CIC5-G466D-EGFP (Figura 28), lo primero que se destaca
es que la presencia reducida de la proteina CIC-5 por una disminucién significativa de la intensi-
dad de la fluorescencia (p<0,05) en comparacién con las células que expresan la proteina de fusién
WT (Figura 26, 27 y 28. A). Como consecuencia de la poca visibilidad de la proteina de fusién en
las imdgenes originales obtenidas tuvimos que editar los valores de brillo y contrate, para asi poder
observar la localizacién y la agregacién de CIC-5. La imagen original fue capturada a una profun-
didad de color de 16 bits, que tiene un rango de 0-65535. Para los mutantes CIC5-G65R-EGFP
(Figura 25) y CIC5-G462S-EGFP (Figura 26), el rango se redujo hacia los valores 0-16000,
mientras que, para la construccién con el mutante CIC5-G466D-EGFP, el rango se cambié a
0-10000 (Figura 28). En la imagen obtenida para la EGFD, se apreciaron apenas granulos verdes
correspondientes a las proteinas de fusion en el PFB, y en algunos casos, granulos de mayor ta-
mano, pudiéndose tratar de aglomerados de la proteina en esta zona a causa de la mutacién. En el
PFM no observamos la presencia de proteinas de fusién mutantes en la membrana de las células.
En el caso del mutante CIC5-G65R-EGFP (Figura 26. A) observamos acumulaciones de CIC-5
en el citoplasma. Para ninguno de estos mutantes observamos enriquecimiento en la zona interce-
lular a pesar de que en el CC pudimos observar la presencia de células HEK293 agrupadas entre
ellas. Basdndonos en estas observaciones, podemos decir que las mutaciones en residuos de glicina
seleccionadas generan alteraciones de la expresién de la proteina de fusion, asi como cambios en la

localizacién y la agregacion en comparacién con la WT.
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CIC5-WT-EGFP
PF bajo PF bajo PF medio PF medio
A cc EGFP cc EGFP
1 .
| .
B » Plano Z progresivo (7,22 um/foto) >

Figura 24. Expresion de la proteina CIC5-WT-EGFP en células HEK293 sin tratamiento. A) Se represen-
tan los diferentes planos focales tanto para las imagenes obtenidas en CC como para la EGFP. B) Plano
Z progresivo obtenido para cada una de las imagenes de fluorescencia mostradas en A. Las imagenes
de fluorescencia para la EGFP fueron obtenidas utilizando los siguientes parametros (Ganancia del
detector: 600V; Compensacion del detector: -3; Ganancia digital del detector: 0,3).
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CIC5-V523del-EGFP

PF bajo PF bajo PF medio PF medio
A cc EGFP cc EGFP
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2
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Figura 25. Expresion de la proteina mutante CIC5-V523del-EGFP en células HEK293 sin tratamiento. A)
Se representan los diferentes planos focales tanto para las imagenes obtenidas en CC como para la
EGFP. En el PFB en CC de laimagen 1y 2, se observa la presencia de 2 células (1) y 1 célula (2). B) Plano
Z progresivo obtenido para cada una de las imagenes de fluorescencia mostradas en A. Las imagenes
de fluorescencia para la EGFP fueron obtenidas utilizando los siguientes parametros (Ganancia del
detector: 600V; Compensacion del detector: -3; Ganancia digital del detector: 0,3).
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CIC5-G65R-EGFP

PF bajo PF bajo PF medio PF medio
A cc EGFP cc EGFP
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2
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Figura 26. Expresion de la proteina mutante CIC5-G65R-EGFP en células HEK293 sin tratamiento. A)
Se representan los diferentes planos focales tanto para las imagenes obtenidas en CC como para la
EGFP. En el PFB en CC de laimagen 1y 2, se observa la presencia de 4 células (1) y 1 célula (2). B) Plano
Z progresivo obtenido para cada una de las imagenes de fluorescencia mostradas en A. Las imagenes
de fluorescencia para la EGFP fueron obtenidas utilizando los siguientes parametros (Ganancia del
detector: 600V; Compensacion del detector: -3; Ganancia digital del detector: 0,3).
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CIC5-G462S-EGFP

PF bajo PF bajo PF medio PF medio
A cc EGFP cc EGFP
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Figura 27. Expresion de la proteina mutante CIC5-G462S-EGFP en células HEK293 sin tratamiento. A)
Se representan los diferentes planos focales tanto para las imagenes obtenidas en CC como para la
EGFP. En el PFB en CC de laimagen 1y 2, se observa la presencia de 2 células (1) y 1 célula (2). B) Plano
Z progresivo obtenido para cada una de las imagenes de fluorescencia mostradas en A. Las imagenes
de fluorescencia para la EGFP fueron obtenidas utilizando los siguientes parametros (Ganancia del
detector: 600V; Compensacion del detector: -3; Ganancia digital del detector: 0,3).
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Figura 28. Expresion de la proteina mutante CIC5-G466D-EGFP en células HEK293 sin tratamiento. A)
Se representan los diferentes planos focales tanto para las imagenes obtenidas en CC como para la
EGFP. En el PFB en CC de laimagen 1y 2, se observa la presencia de varias células (1) y 1 célula (2). B)
Plano Z progresivo obtenido para cada una de las imagenes de fluorescencia mostradas en A. Las ima-
genes de fluorescencia para la EGFP fueron obtenidas utilizando los siguientes parametros (Ganancia
del detector: 600V; Compensacion del detector: -3; Ganancia digital del detector: 0,3).

2.4.2. CARACTERIZACION DE LAS LINEAS CELULARES TRATADAS CON 4-PBA.

Con respecto a la linea celular que expresa la proteina de fusién CIC5-V523del-EGFP (Fi-
gura 29), para el PFB en imdgenes de EGFP, pudimos observar mayor presencia de los granulos
correspondientes a la proteina de fusién y cierta localizacién en los filopodios (Figura 29.A).

En el PFB para el CC pudimos observar gran cantidad de vesiculas. En el PFM de imdgenes
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de EGFP pudimos observar la acumulacién de la proteina mutante en zonas intercelulares,
rasgo caracteristico de localizacién de la proteina WT, a diferencia de en las mismas células sin
tratar (Figura 25). Por otro lado, la intensidad de la fluorescencia de la EGFP aumenté en am-
bos planos, no observindose diferencias significativas con respecto a la proteina de fusién WT
(p>0,05) (Figura 37. By C). Podemos decir, por tanto, que el tratamiento con 4-PBA aumenta
la presencia de CIC5-V523del-EGFP en el PFB y en el PFM, y modifica su localizacién.

4-PBA
CIC5-V523del-EGFP

PF bajo PF bajo PF medio PF medio
A cc EGFP cc EGFP
1
2
B p Plano Z progresivo (7,22 um/foto) >

Figura 29. Expresién de la proteina mutante CIC5-V523del-EGFP en células HEK293 tratadas con 4-PBA.
A) Se representan los diferentes planos focales tanto para las imagenes obtenidas en CC como para la
EGFP. B) Plano Z progresivo obtenido para cada una de las imagenes de fluorescencia mostradas en
A. Las imagenes de fluorescencia para la EGFP fueron obtenidas utilizando los siguientes parametros
(Ganancia del detector: 600V; Compensacion del detector: -3; Ganancia digital del detector: 0,3).
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En los ensayos con las lineas celulares que expresan las proteinas de fusién con las mutacio-
nes en residuos de glicina p.(G65R) (Figura 30), p.(G462S) (Figura 31) y p.(G466D) (Figura
32) tratadas con 4-PBA aparentemente se observé en todos los casos una mayor presencia de
granulos verdes en el PFB para EGFP a consecuencia del tratamiento con 4-PBA.Sin embargo,
solo se aprecié un aumento del valor medio de la intensidad de la fluorescencia para el mutante
p.(G466D) (de 104,8 AU a 212 AU) (Figura 37. B), aunque no significativo. En el caso del
PEM apenas se detecté presencia de las proteinas mutantes (Figura 30, 31 y 32). En estos ca-
sos, parece haber un cambio desde el punto de vista cualitativo de la presencia de las proteinas

CIC5-EGFP mutantes en el PFB como resultado del tratamiento con esta chaperona.

4-PBA
CIC5-G65R-EGFP

PF bajo PF bajo PF medio PF medio
A cc EGFP cc EGFP
1
2
B p Plano Z progresivo (7,22 uym/foto) >

Figura 30. Expresién de la proteina mutante CIC5-G65R-EGFP en células HEK293 tratadas con 4-PBA.
A) Se representan los diferentes planos focales tanto para las imagenes obtenidas en CC como para la
EGFP. B) Plano Z progresivo obtenido para cada una de las imagenes de fluorescencia mostradas en
A. Las imagenes de fluorescencia para la EGFP fueron obtenidas utilizando los siguientes parametros
(Ganancia del detector: 600V; Compensacion del detector: -3; Ganancia digital del detector: 0,3).
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4-PBA
CIC5-G462S-EGFP

PF bajo PF bajo PF medio PF medio
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Figura 31. Expresion de la proteina mutante CIC5-G462S-EGFP en células HEK293 tratadas con 4-PBA.
A) Se representan los diferentes planos focales tanto para las imagenes obtenidas en CC como para la
EGFP. B) Plano Z progresivo obtenido para cada una de las imagenes de fluorescencia mostradas en
A. Las imagenes de fluorescencia para la EGFP fueron obtenidas utilizando los siguientes parametros
(Ganancia del detector: 600V; Compensacion del detector: -3; Ganancia digital del detector: 0,3).
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4-PBA
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Figura 32. Expresion de la proteina mutante CIC5-G466D-EGFP en células HEK293 tratadas con 4-PBA.
A) Se representan los diferentes planos focales tanto para las imagenes obtenidas en CC como para la
EGPF. B) Plano Z progresivo obtenido para cada una de las imagenes de fluorescencia mostradas en
A. Las imagenes de fluorescencia para la EGFP fueron obtenidas utilizando los siguientes parametros
(Ganancia del detector: 600V; Compensacion del detector: -3; Ganancia digital del detector: 0,3).

2.4.3. CARACTERIZACION DE LAS LINEAS CELULARES TRATADAS CON TUDCA

Con respecto a la linea celular que expresa la proteina de fusién CIC5-V523del-EGFP (Fi-
gura 33), en el PFB de fluorescencia, en ambas imdgenes pudimos ver un aumento de la presencia
de los grdnulos correspondientes a la proteina de fusién, asi como cierta localizacién en los filopo-
dios. Se aprecié un aumento de la intensidad de la fluorescencia como respuesta al tratamiento con

el TUDCA, ya que el valor de la significancia cambia con respecto al control (p<0,05) (Figura 37.
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B). En el PFB para el CC pudimos ver gran cantidad de vesiculas, asi como filopodios adheridos al
plano (flecha blanca). En el PEM de EGFP se observé el aumento de la proteina mutante, cambio
que también apareci6 en tratamiento con el 4-PBA a diferencia de los mutantes no tratados. Para
este plano, también se observé un aumento de la intensidad de la fluorescencia (p <0,01) (Figura
37.B). Por lo que podemos decir que el tratamiento con TUDCA aument? la expresién de CIC5-
V523del-EGFP en el PFB, PFM y modificé su localizacion.

TUDCA
CIC5-V523del-EGFP
PF bajo PF bajo PF medio PF medio
A cc EGFP cc EGFP
1
2
B p Plano Z progresivo (7,22 um/foto) >

Figura 33. Expresién de la proteina mutante CIC5-V523del-EGFP en células HEK293 tratadas con TUD-
CA. A) Se representan los diferentes planos focales tanto para las imagenes obtenidas en CC como para
la EGFP. B) Plano Z progresivo obtenido para cada una de las imagenes de fluorescencia mostradas en
A. Las imagenes de fluorescencia para la EGFP fueron obtenidas utilizando los siguientes parametros
(Ganancia del detector: 600V; Compensacion del detector: -3; Ganancia digital del detector: 0,3).
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En el caso de las lineas celulares que expresan las proteinas de fusién con las mutaciones en
residuos de glicina p.(G65R) (Figura 34), p.(G462S) (Figura 35) y p.(G466D) (Figura 36), en el
PFB, observamos un ligero aumento de la intensidad de la fluorescencia en el mutante CIC5-G65R-
EGFP (de 125,5 a 393,8 AU) (Figura 37. B). Sin embargo, los granulos eran de gran tamafio por
lo que consideramos que no hay cambios morfoldgicos significativos para este mutante como conse-
cuencia del tratamiento. Para las otras dos proteinas de fusién mutantes no se observaron cambios en
el PFB y, para ninguna de las tres se observaron cambios en el PFM para la EGFP. De forma general,
se puede decir que no hubo cambios en la localizacién, la agregacién y expresién de la proteina CIC-5

en las diferentes mutaciones como resultado del tratamiento con TUDCA.

TUDCA
CIC5-G65R-EGFP
PF bajo PF bajo PF medio PF medio
A cc EGFP cc EGFP
1
2
B » Plano Z progresivo (7,22 um/foto) >

Figura 34. Expresion de la proteina mutante CIC5-G65R-EGFP en células HEK293 tratadas con TUDCA.
A) Se representan los diferentes planos focales tanto para las imagenes obtenidas en CC como para
la EGF. B) Plano Z progresivo obtenido para cada una de las imagenes de fluorescencia mostradas en
A. Las imagenes de fluorescencia para la EGFP fueron obtenidas utilizando los siguientes parametros
(Ganancia del detector: 600V; Compensacion del detector: -3; Ganancia digital del detector: 0,3).
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Figura 35. Expresion de la proteina mutante CIC5-G462S-EGFP en células HEK293 tratadas con TUDCA.
A) Se representan los diferentes planos focales tanto para las imagenes obtenidas en CC como para la
EGFP. B) Plano Z progresivo obtenido para cada una de las imagenes de fluorescencia mostradas en
A. Las imagenes de fluorescencia para la EGFP fueron obtenidas utilizando los siguientes parametros
(Ganancia del detector: 600V; Compensacion del detector: -3; Ganancia digital del detector: 0,3).
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TUDCA
CIC5-G466D-EGFP

PF bajo PF bajo PF medio PF medio
A cc EGFP cc EGFP
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Figura 36. Expresion de la proteina mutante CIC5-G466D-EGFP en células HEK293 tratadas con TUDCA.
A) Se representan los diferentes planos focales tanto para las imagenes obtenidas en CC como para la
EGFP. B) Plano Z progresivo obtenido para cada una de las imagenes de fluorescencia mostradas en
A. Las imagenes de fluorescencia para la EGFP fueron obtenidas utilizando los siguientes parametros
(Ganancia del detector: 600V; Compensacion del detector: -3; Ganancia digital del detector: 0,3).
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Figura 37. Comparacion de los resultados obtenidos en las lineas celulares no tratadas (control) y tratadas
con 4-PBAy TUDCA para los PFB y PFM. A) Imagenes de fluorescencia de las células HEK293 con las construc-
ciones WT y mutantes en los diferentes planos (PFB y PFM) asi como controles y tratadas con TUDCAy 4-PBA.
B) Valores de intensidad media de fluorescencia en el PFB obtenidos para lineas celulares expresando las
proteinas de fusion WT y mutantes, controles y tratadas con 4-PBA y TUDCA. C) Valores de intensidad media
de fluorescencia para el PM, obtenidos para lineas celulares expresando las proteinas de fusion WT y mu-
tantes, no tratadas y tratadas con 4-PBAy TUDCA. UA, unidades arbitrarias. Los valores fueron transformados
a escala logaritmica (Ln) con el fin de poder observar comparaciones entre grupo. Las diferencias fueron esti-
madas mediante el analisis de la varianza (ANOVA) de una-via. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,000.

Tabla 8. Resumen de los efectos observados en la agregacion, la expresion y la localizacion de la
proteina CIC5-EGFP mutantes, con los tratamientos con 4-PBA y TUDCA.

4-PBA

TUDCA

ClC5-Val523del-EGFP

CIC5-G65R-EGFP

CIC5-G462S-EGFP

CIC5-G466D-EGFP

Aumenta la presencia de la pro-
tefna de fusion en los PFBy en el
PFM. Se observa la proteina CIC-
5 en los filopodios y acumulacio-
nes en las zonas intercelulares,
similar a lo observado en el WT.

No se observan cambios signifi-
cativos en los PFB o PFM.

Se aprecian mayores agregados
de la proteina CIC-5 en el PFB.

Se aprecian mayores agregados
de la proteina CIC-5 en el PFB.

Aumenta la presencia de la
proteina de fusion el PFM. Se
observa la proteina CIC-5 en los
filopodios, pero apenas se apre-
cian acumulaciones en las zonas
intercelulares.

No se observan cambios signifi-
cativos en los PFB o PFM.

No se observan cambios signifi-
cativos en los PFB o PFM.

No se observan cambios signifi-
cativos en los PFB o PFM.
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3. TRATAMIENTO DEL RATON KI CrcnN5V523DEL CON ACIDO TAUROURSODEOXICOLICO
(TUDCA)

Para valorar el efecto terapéutico del tratamiento con TUDCA en nuestro modelo
de ratén de la ED1, se analizé la PBPM, usando como marcador las concentraciones
urinarias de §2-microglobulina, asi como los niveles de calcio y fosfato en orina, el volu-
men de orina excretada, el volumen de agua ingerida y el peso de los ratones. Para cada
uno de estos pardmetros, se establecieron valores de debut en base a la distribucién de los
datos (percentiles 25, 50 y 75) observados al comparar ratones WT (sanos) y ratones KI
(enfermos), con la finalidad de determinar el valor patolégico que presenta un ratén KI

para cada pardmetro (Tabla 9).

Tabla 9. Valores debut determinados para cada uno de los parametros analizados en los ratones Ki
Clen5V523del.

Ratones Kl PBPM Hipercalciuria Hiperfosfaturia

Valores debut

>150 ng/24h >0,05 mg/24h >3mg/24h
en ratones Ki

Como valores de referencia o basales de estos pardmetros se utilizaron los datos obteni-
dos en la caracterizacién previa del modelo de ratén KI Clen5V523del (Perdomo-Ramirez,
Tesis Doctoral y manuscrito en preparacion) a los 3 meses de edad (T0), a los 3 meses y 20
dias (T20) y 4 meses de edad (T30) (Tabla 10). Se observé que los ratones KI presentan
niveles de excrecién en orina de §2-microglobulina de fosfato y calcio significativamente
mayores respecto a los WT (p<0,05 en los tres casos). Respecto a la excrecién de orina,
nuestro modelo presenta poliuria con valores cercanos a la significancia (p=0,065). Ade-
mds, se observé una tendencia al aumento en todos los pardmetros a los 4 meses de edad en

los ratones KI, pero sin valores significativos.
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Tabla 10. Valores de referencia de los parametros clinicos caracteristicos de la ED1 observados en el
modelo Kl Clcn5V523del a los 3y 4 meses de edad.

Parametros WT Kl Kl N
bioquimicos (3 meses) (3 meses) (4 meses)
Ori tad WT: 13;
fina excretada 0,68 + 0,26 0,79 + 0,41° 11 40,62
(ml) Dent: 29
Agua ingerida WT: 13;
2,57 +£0,64 3,41 +£0,68 394 +1,79
(ml) Dent: 29
PBPM WT: 13
(B2-microglobulina) 33,73 + 28,86 626,98 + 922,92¢ 738,63 + 1155,80 Den.t' 2;)
(ng/ml) :
Fosfato en orina WT: 13;
2,08 £2,33 3,61 2,322 4,72 +2,78
(mg/24h) Dent: 29
Ici i WT: 13;
Calcio en orina 0,04 + 0,01 0,06 + 0,06° 0,06 0,03 X
(mg/24h) Dent: 29

*Existen diferencias significativas (p<0,05) entre ratones WT y Kl. Las diferencias estadisticas fueron analizadas medi-
ante el estadistico U de Mann-Withney.

3.1. VALORES DE LOS PARAMETROS CLINICOS DE LA ENFERMEDAD DE DENT-1 EN EL
GRUPO DE RATONES KI utiLIZADOS EN EL ENsaYo coN TUDCA

Los ratones KI utilizados en este ensayo presentan las principales manifestaciones feno-
tipicas de la ED1 en comparacién con los ratones WT: elevados niveles de diuresis (p<0,05),
de PBPM (p<0,05), hipercalciuria (p<0,01) e hiperfosfaturia (p<0,05), lo que concuerda con

lo observado en la caracterizacién del modelo (Tabla 10).

3.2. DETERMINACION DE 1A PBPM (ff2-MICROGLOBULINA)

Los datos obtenidos de f82-microglobulina en orina presentaron una dispersién elevada. De
forma general, los niveles de 82-microglobulina aumentaron 75 veces con respecto al grupo WT
control (valor medio=38,85+ 27,71 ng/24h). Se analizaron los datos de la PBPM en ratones KI
que cumplian con el criterio de debut, sin embargo, las diferencias entre ratones WT y KI no eran
significativas (p=0,414) debido a la elevada dispersién de la variable, por lo que se llevé cabo una
segmentacién de los datos en tres niveles en funcién de los percentiles 25, 50 y 75: bajo (150,00-
434,29 ng/24h; N=06), medio (434,29-1955,30 ng/24h; N=8) y alto (1955,21-3445,57 ng/24h;
N=0), obteniendo diferencias significativas entre los ratones WT y KI del grupo medio (p=0,0007).
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El andlisis estadistico mostré que el tratamiento con TUDCA disminuyd significativamente
los niveles de B2-microglobulina del grupo medio (p=0,007) de ratones KI comparando TO y
T20 (Figura 38), con una reduccién del valor medio de la PBPM del 56%. Sin embargo, no se

obtuvieron diferencias significativas al compararlos con el grupo no tratado (p=0,480) (Tabla 11).

3.3. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE EXCRECION URINARIA DE FOSFATO

Los niveles de fosfato urinario se incrementaron 4 veces en la orina de los ratones KI en
comparacién con el grupo WT (valor medio= 1,09 mg/24h). Una vez tratados con TUDCA,
se observaron diferencias significativas (p=0,040) entre los grupos KI tratados comparando
TO y T20 (Figura 38) con una reduccién de los valores medios de fosfato en la orina del
28%. No se apreciaron diferencias significativas entre controles y tratados, a pesar de los valo-

res medios del grupo KI control son més elevados que el grupo KI tratado a T20 (Tabla 11).

3.4. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE EXCRECION URINARIA DE CALCIO

El grupo KI mostr6 un incremento de 2 veces el valor medio de calcio urinario compara-
do con los ratones WT (valor medio=0,04 mg/24h). Observamos una reduccion significativa
(p=0,036) de este pardmetro en los ratones KI tratados con TUDCA en comparacién al TO,
en concreto, una disminucién del 33% (Figura 38 y Tabla 11).

3.5. DETERMINACION DEL VOLUMEN DE ORINA EXCRETADA

Los niveles de orina excretada por los ratones KI fueron 1,8 veces superiores en compa-
racién con el grupo WT (valor medio=0,71 ml) (p=0,01). El tratamiento con TUDCA no
afectd a los volimenes de orina excretados manteniéndose superiores después del tratamiento

(p=0,299) (Figura 38 y Tabla 11).

3.6. DETERMINACION DEL VOLUMEN DE AGUA INGERIDA

El volumen de agua ingerida a TO fue similar entre los grupos de ratones KI y WT (p=0,146). El
tratamiento con el TUDCA no gener6 cambios en dichos niveles (p=0,692) (Figura 38 y Tabla 11).

3.7. DETERMINACION DEL PESO CORPORAL

Se recogieron los valores del peso de los ratones WT y KI durante todo el tratamiento
como principal medida de bienestar de los animales. Para esta variable no se observaron dife-
rencias significativas entre ratones WT y KI a TO (p=0,120). El tratamiento con el TUDCA
no generd cambios en dichos niveles (p=0,781) (Figura 38 y Tabla 11).



142 | Resultados - Bloque 11

A PBPM(B2-microglobulina) B Fosfato en orina
%k
3000+ KKk o 10
1
Kk 8

2000 l

& ] < 64
S E ¥ ‘0 °
> . =) %
A
" tooo] f'g JIL =1 = Is
*
0"‘_“_“—I_l—l—"l— 0' --‘ T
Q Q) Q Q Q O O O N O O .
é« ,\q, v/\ ,;» ‘\« ,;» v« .<» \g« P \»"/\ & & & \>"/\ £
O X (¢) ?' Q S (¢) ?' S & O v O & O e
LIS E LSS FC LSS ELS S
D )
c Calcio en orina Orina
%k
Kkkk *
0.15+ | ° I |
|
| |
* 0 gy
< 0.10+ v oJe e . A E
N Hgm AlA =
£ b &
Ala
0.05-; . 2% B 4la
A
0.00

Q Q Q Q
é«""«’\"«'\'é«'”

N S
& & Qo\’ F & & LK o
x [N ) x [N QO e
S &L &
@é‘{(\x & &
E Agua ingerida F Peso
ns
1 ns
10" v 401 l—l
A v [ ] A 304 A ; g - A
s e m 4 ¢ o A = & # % & % 4 = ﬁ
S 5 &20— o o AX Yy
g % 5
=
-
v [ J
0 1 1 1 1 I 1 1 c 1 1 1 1 1 1 1 |
éx‘\ /\"\r ’\Q .{b ‘\‘\Q ,{b ’\Q «‘19 ‘\,‘(\Q ;{\9 Y«Q ;(19 e“g ’:(19 '\° .{D
s Qv F & & E o" S FF TS FF
\) 00 0 o x x(" &0 00 \X xo «0 00
43'\4(\ NIREPAN S EEL € @& &R
é‘ & @ NS & @

Figura 38. Caracteristicas fenotipicas determinadas para la ED1. A) Valores de $2-microglobulina (PBPM).
B) Valores de fosfato en orina en ratones. C) Valores de calcio en orina. D) Valores de orina excretada en

ratones. E) Valores de agua ingerida. F) Peso corporal de los ratones WT y Kl no tratados (CON) y tratados
(TUDCA); TO: inicio del experimento; T20: final del experimento *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.



Resultados - Bloque 11 | 143

Tabla 11. Marcadores de la ED1 medidos en los ratones Kl Clcn5V523del a TO y T20.

KI+CON+TO KI+CON+T20 KI+TUDCA+T0 KI+TUDCA+T20
i Blz-b I 903,28 + 330,65 1244,0£993,6 1220,05+435,36 539,06 + 412,79
microglobulina (n=6) (n=6) (n=8) (N=8) *#+*
(ng/24h)
Fosfato en la
R 3,89 £ 1,03 4,53 + 0,89 3,65+ 1,53
orina 4,49 + 2,08 (n=7)
(n=7) (n=12) (n=12)*
(mg/24h)
Calcio en orina 0,08 + 0,03 0,09 + 0,04 0,09 + 0,02 0,06 + 0,02
(mg/24) (=8) (=8) (=10) (=8)*
Orina
1,29 + 0,61 1,32+0,74 1,07 £0,42 1,05+ 0,55
excretada (N=11) (N=11) (N=16) (N=16)
(ml/24h)
Agua ingerida 3,64+ 1,29 3,20+ 1,62 413+213 3,80+ 1,78
(ml/24h) (N=11) (N=11) (N=16) (N=16)
27,55+ 2,21 28,27 £ 2,24 27,20 +1,47 27,40 + 1,68
Peso (g)
(N=11) (N=11) (N=16) (N=16)

Kl no tratados (CON) y tratados (TUDCA); TO: inicio del experimento; T20: final del experimento *p<0,05; **p<0,01;
*#**p>0,001. Las diferencias fueron determinadas mediante las comparaciones por parejas con ajuste de Bonferroni a
partir de un modelo mixto de medidas repetidas. Datos mostrados en forma de media + desviacién estandar.

3.8. CUANTIFICACION DE LA EXCRECION DE LA IN-ACETYL-f}-GLUCOSAMINIDASA
(NAG) como MARCADOR DE PBPM y DE DANO TUBULAR

En el caso de los ratones KI a T0, observamos que los valores de excrecién de NAG no
son significativamente diferentes a los observados en los ratones WT a TO (p=0,464), sin
embargo, la excrecién de NAG aumenta en los ratones KI no tratados a T20 respecto a TO

(p=0,014) (Figura 39 y Tabla 12). Estos datos sugieren que, a los 3 meses y 20 dias de edad,
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el modelo presentaria dafio en las células del tibulo proximal. Cabe destacar que observamos
que la excrecién de NAG disminuye significativamente (p=0,006) a los 20 dias en los ratones
KI tratados con TUDCA, con una reduccién del 63%. Esto confirma la funcién de NAG

como marcador de PBPM, ademds de como marcador de dano tubular.

3.9. ACLARAMIENTO DE CREATININA COMO MARCADOR DE LA FUNCION RENAL

Basdndonos en los resultados obtenidos tanto para la creatinina sérica como para el ACr
en los ratones WT y KI a T20 tratados con TUDCA o controles (Figura 39 y Tabla 12), no
se observan diferencias significativas entre estos grupos (p=0,6 y p=0,2, respectivamente), por

lo que nuestro modelo no muestra a los 3 meses de edad signos de fallo renal.
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Figura 39. Marcadores de dafio tubular y dafio renal. A) Valores de excrecién de NAG y B) Aclaramien-
to de creatinina (ACr) en ratones WT y Kl no tratados (CON) y tratados (TUDCA); TO: inicio del experi-
mento; T20: final del experimento. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Tabla 12. Marcadores de dafio tubular (NAG), dafio renal (creatinina sérica y aclaramiento de la creat-
inina) en ratones Kl Clcn5V523del.

Ki+CON+TO KI+CON+T20 KI+TUDCA+TO KI+TUDCA+T20

NAG 15889 £ 5986 39977 + 20574 16594 + 7201 14805 + 9015**
(uUl/24h) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
Creatinina séri- 0,51 £0,07 0,51 £0,1 0,56 £0,07 0,49 + 0,1
ca (mg/dl) (n=7) (n=7) (n=9) (n=9)
ACr 0,038 + 0,009 0,020 £ 0,006 0,029 £ 0,013 0,026 £ 0,010
(ml/min/kg) (=5) (=5) (=5) (=5)

Kl no tratados (CON) y tratados (TUDCA); TO: inicio del experimento; T20: final del experimento. *p<0,05; ***p<0,001.
Las diferencias fueron estimadas mediante el anlisis de la varianza (ANOVA) de una-via. Datos mostrados en forma de
media + desviacion estandar.
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La enfermedad de Dent es una tubulopatia renal rara, de herencia recesiva ligada al
cromosoma X. Entre las principales caracteristicas fenotipicas encontramos la PBPM, hiper-
calciuria, nefrocalcinosis y nefrolitiasis, asi como el fallo renal progresivo. Se presenta en la
infancia o en la adolescencia y afecta de manera mds severa a los varones que a las mujeres. En
la edad adulta, los pacientes evolucionan con frecuencia hacia la insuficiencia renal crénica
(Wang er al., 2016). Otras manifestaciones clinicas son muy variables, representando un
sindrome de Fanconi parcial (Claverie-Martin ez 4/., 2011). Esta enfermedad estd causada por
mutaciones en los genes CLCN5 en un 50-60% de los casos (Enfermedad de Dent-1) y en el
gen OCRL, en un 15% (enfermedad de Dent-2). El porcentaje restante (10-15%) no presen-

ta mutaciones en estos genes, clasificindose como ED de tipo 3 (ED3) (Anglani ez al., 2015).

En nuestro estudio, nos centramos en la determinacién del efecto de mutaciones exéni-
cas del gen CLCNS5 sobre el procesamiento del pre-ARNm, comenzando con un estudio in
silico donde 63 mutaciones de cambios de sentido de CLCN5 identificadas en la bibliografia
fueron analizadas usando diferentes herramientas bioinformdticas, obteniendo que solo para
12 se predecia un efecto sobre el splicing del pre-ARNm. Se llevé a cabo a continuacién un
andlisis iz vitro mediante minigenes y RI-PCR, y encontramos que 3 de ellas son variantes

tanto de cambio de sentido como variantes que causan un defecto del pre-ARNm.

Ademds de esto, también nos enfocamos en la bisqueda de estrategias terapéuticas para
el tratamiento de la ED1. Utilizando la linea celular HEK293, en las cual se introdujo un vec-
tor de expresién de una proteina de fusién CIC-5-EGFP WT y con 4 mutaciones de clase 1
(p-(G466D), p.(G462S), p.(G65R) y p.(V523del), se llevd a cabo un estudio sobre la expresidn,
localizacién y formacién de agregados de CIC-5-EGFP, observando alteraciones significativas
en la presencia de CIC-5-EGFP a causa de las mutaciones. Posteriormente se probé el efecto de
las chaperonas hidrofébicas TUDCA y 4-PBA en estas lineas celulares, con el fin de mejorar, al
menos parcialmente los niveles de expresion y la localizacién de la proteina CIC-5-EGFP mu-
tante, obteniendo resultados positivos en la recuperacién de ambos pardmetros de CIC-5-EGFP
con la variante p.(V523del). Esta misma estrategia fue aplicada en el ratén KI Clen5V523del,
el cual expresa las principales caracteristicas de la ED1, entre las que encontramos la PBPM,
hipercalciuria e hiperfosfaturia, observdndose la reduccion significativa de estos pardmetros con
el tratamiento con TUDCA, por lo que esta chaperona podria tener un posible uso terapéutico

en los pacientes con la EDI.
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1. EFECTO DE 1.AS MUTACIONES DE CAMBIOS DE SENTIDO EN EL GEN CLC/N5 SOBRE
EL PRE-ARNM MEDIANTE ENSAYOS CON MINIGENES

La alteracién del procesamiento del pre-ARNm por mutaciones intrénicas o exdnicas es
una causa de enfermedad bien establecida (Arnous ez 4l., 2023; Wang & Cooper, 2007; Scotti &
Swanson, 2016). Recientemente, se ha hecho evidente que las mutaciones exénicas que afectan
este proceso son mds prevalentes que lo predicho a partir de las observaciones anteriores (Souka-
rich ez al., 2016). Para mejorar el diagnéstico genético de enfermedades hereditarias y el disefio de
nuevas estrategias terapéuticas es necesario evaluar las consecuencias a nivel biolégico y clinico de

variantes que afectan presuntamente al proceso de corte y empalme (Wai ez a/., 2019).

Existen cada vez mds evidencias de que casi cualquier tipo de modificacién en la secuen-
cia de nucledtidos puede tener un efecto en el procesamiento del pre-ARNm, a través de la
interrupcién de las secuencias consenso involucradas, mediante la creacién de nuevos sitios,
el favorecimiento del uso sitios cripticos o afectando a sitios reguladores. Como resultado,
cada alteracién nucleotidica podria considerarse un candidato potencial para alteraciones de
splicing (Cartegni et al., 2000; Dehainault ez al., 2007; Zatkova ez al., 2004). Esto se cumple
invariablemente cuando se trata de modificaciones en los dinucle6tidos altamente conserva-
dos AG/GT en los extremos de los intrones, sin embargo, cuando se trata de variaciones en
posiciones menos definidas resulta mds dificil predecir el efecto potencial en el splicing. Desa-
fortunadamente, para la mayoria de los laboratorios de diagndstico es practicamente inviable
probar funcionalmente cada modificacién de nucleétidos encontrada al nivel de RNA. Por
este motivo las herramientas bioinformdticas que predicen el impacto de las variantes en el
proceso de corte y empalme son de gran utilidad en un primer término como evidencia com-
plementaria para la evaluacién de mutaciones. El uso de algoritmos que permitan prediccio-
nes correctas y flables del impacto de las variantes es de gran importancia y se ha desarrollado

enormemente en los ultimos anos (Houdayer ez 2/., 2008; Hellen, 2009).

Ademds, hay que destacar la necesidad de utilizar diferentes herramientas ya que algunos
algoritmos se basan unicamente en la prediccién del efecto en secuencias consenso, que per-
mite el andlisis de variantes intrénicas cercanas a los sitios aceptor o donador y sitio de rami-
ficacién (NNsplice, HSE CADD-Splice, SPARN), otros en la prediccién de sitios reguladores
en secuencias exénicas (HSE SpliceAl, Sironi database) y otros consisten en andlisis mds com-
plejos de variantes exdnicas basado en métodos de aprendizaje automadtico (MutPred Splice).
Ademds de predicciones bioinformadticas, se requieren ensayos funcionales que utilicen ARN

de pacientes o en su defecto, sistemas de minigenes, para determinar el verdadero efecto de
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una variante genética (Richards ez 4/, 2015). Las muestras de ARN de los tejidos de los pa-
cientes, y en concreto de rindén de sujetos en edad pedidtrica, son generalmente problemdticas
de obtener, y los ensayos con sistemas de minigenes son una alternativa practica (Singh &
Cooper 2000), ya que diversos estudios han mostrado un alto grado de coincidencia entre los
resultados obtenidos con ellos y aquellos obtenidos a partir de ARN del paciente (Tournier
et al., 2008; Steffensen ez 2/.,2014; Van der Klift ez 2/., 2015). Un estudio funcional reciente
de mutaciones intrénicas en CLCN5 ubicadas cerca de los extremos de los exones (3 a 17
nucleétidos) utilizando ensayos con minigenes ha demostrado que cinco de estas variantes
producen ARNm alterados y se concluyé que son patogénicas (Inoue ez al., 2020). También
se han utilizado minigenes para estudiar mutaciones que afectan el dinucleétido canénico de
los sitios de corte y empalme, que generalmente se consideran patégénicos ya que resultan en
una ausencia total de la proteina debido a la degradacién del transcrito mediante el mecanis-

mo Nonsense Mediated Decay (NMD) (Kurosaki ez al., 2019).

En nuestro estudio, seleccionamos 63 variantes de cambio de sentido presentes en
CLCNS5 de la literatura (Mansour-Hendili ez @/, 2015) que estaban ubicadas a menos de 70
nucleétidos de los sitios de empalme donador o aceptor (Anexo I). De estas, solo 12 varian-
tes mostraron efectos potenciales sobre el splicing del pre-ARNm con al menos dos de las
tres herramientas bioinformdticas descritas en materiales y métodos (Tabla 6). Las variantes
seleccionadas fueron: ¢.193G>A; p.(G65R) en el exén 3, c.731C>T; p (S244L), c.781G>A;
p-(G261R) y c.800A>C; p.(E267A) en el exén 7, c.1384G>A; p.(G462S), c.1511T>A;
p-(M504K), c.1516G>A; p.(G506R), ¢.1517G>A; p.(G506E) y ¢.1534G>C; p.(G512R) en
el exén 9, c.1535G>A; p.(G512D), ¢.1537G>A; p.(G513R) y ¢.1639T>C; p.(W547R) en
el exén 10. El andlisis de estas variantes con herramientas bioinformaticas SIF7, PolyPhen2 y
MutPred?2 predicen sustituciones de aminodcidos que afectan la funcién de la proteina CIC-5
(Tabla 6). Segtn VarSome, estos cambios probablemente sean patégenos, excepto p.(G65R),
que se clasificé de significado incierto. Las predicciones a nivel de ARNm para estas variantes
incluyeron la generacién de nuevos sitios de splicing donadores o aceptores, la inactivacién de

un sitio de splicing y la generacién o inactivacion de sitios ESS o ESE (Tabla 6).

Las mutaciones de splicing han sido divididas en cinco categorias: Tipo I, mutaciones
cldsicas en el sitio de splicing que conducen a la omisién de exdn; tipo II, aquellos cambios
intrénicos de un solo nucleétido que crean sitios de empalme de novo y conducen a la in-
clusién de un exdn criptico; tipo 111, aquellos cambios exdnicos de un solo nucleétido que
crean sitios de empalme de novo cuyo uso resulta en la pérdida de una parte del exén; tipo

IV, aquellas mutaciones que interrumpen el uso del sitio de empalme y dan como resultado
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la activacién de sitios de empalme cripticos ex6nicos o intrénicos; y tipo V, alteraciones de la
secuencia exdnica que provocan omision de exones. Las mutaciones exdnicas que afectan el
proceso de corte y empalme son por tanto las de tipo IIl y V (Wimmer ez /., 2007) y pueden
bien introducir un nuevo sitio de corte y empalme 5" o 3’ o activar un sitio criptico, lo que
causaria la pérdida de un fragmento del exdn, o bien causar la pérdida de un sitio £SE, lo que

causarfa, a su vez, la pérdida de un ex6n completo (Anna & Monika, 2018).

En nuestro estudio utilizamos el sistema de minigenes que hemos empleado con éxito en
trabajos anteriores para analizar funcionalmente las 12 mutaciones seleccionadas a partir de
nuestro andlisis computacional previo (Gonzdlez-Paredes 2014, 2016; Sudrez-Artiles, 2018;
Perdomo-Ramirez 2019 a, b).

Las mutaciones exénicas en el gen CLCN5 ¢.1535G>A (Tosetto er al., 2009) y c.
1537G>A (Hoopes ez al., 2004), ubicadas cerca del extremo 5’ del exén 10 (posiciones +1 y
+3, respectivamente), no producen un cambio en la puntuacién del sitio aceptor de corte y
empalme segin la herramienta NNsplice, sin embargo, encontramos que ambas mutaciones
generan diferentes motivos ESS superpuestos. Esos sitios £5S funcionarian interactuando con
proteinas represoras del proceso de corte y empalme, las proteinas de la familia heterogénea
de ribonucleoproteinas nucleares (hnRNP) (como la hnRNPA1) (Pozzoli & Sironi 2005).
Estas ribonucleoproteinas contienen dominios de unién a ARN, para unirse al pre-ARNm
naciente y a un dominio inhibidor involucrado en las interacciones proteina-proteina. Se ha
propuesto que las hnRNP cubren una regién en el exén y compiten con los potenciadores
del corte y empalme que bloquean su unién (Caceres & Kornblihtt 2002; Pozzoli & Sironi
2005). Sugerimos que la unién de los represores a los sitios ESS generados por las mutaciones
c.1535G>A y ¢.1537G>A podria impedir el reconocimiento de la maquinaria de empalme

en el sitio aceptor candnico induciendo la eliminacién del ex6n 10.

En el caso de la mutacién c.1641G> T, ubicada a 107 nucledtidos del extremo 5’ del
ex6n 10, también observamos que se generan varios motivos ESS superpuestos, pero esto
resulta en la omisién no solo del exén 10 sino también del exén 11. Hemos demostrado en
ensayos previos, usando ARN de los linfocitos de un paciente, que la mutacién ¢.1639T>G,
que se encuentra en el mismo codén que ¢.1641G>T, aumenta la expresién de la isoforma de
ARNm que carece de los exones 10 y 11 (Ramos-Trujillo 2007). Esta mutacién ¢.1639T>G
también genera varios sitios ESS superpuestos en la misma regién (Figura 16). Tosetto y
colaboradores han identificado previamente una mutacién diferente, pero en el mismo nu-
cleétido, la ¢.1639T>C, en otro paciente con la ED1 (Tosetto ez al., 2009). Sorprendente-

mente, esta mutacién no genera sitios ESS y no altera el empalme del pre-ARNm. A partir de
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estos resultados, llegamos a la conclusién de que la unién de los represores a las ESS en esta
regién podria desplazar las proteinas reguladoras positivas u otros factores especificos, lo que
provocaria la omisién de los exones 10 y 11. Esto, sumado al pequefio tamafo del intrén 10
(155 pb), podria disminuir la inclusién del exén 10 en el ARNm maduro, y la pérdida sub-
secuente de sitios reguladores en cis dentro de este exén podrian incapacitar a la maquinaria
de splicing para el reconocimiento del exén 11 a través del intrén (Fox-Walsh et al., 2005),
resultando en la pérdida de los dos exones. Serfa de interés realizar més estudios orientados
a comprender el mecanismo subyacente a este fenémeno. Los resultados de nuestros estu-
dios mostraron que los minigenes que contienen las mutaciones ¢.1535G>A; p.(G512D),
c.1537G>A; p.(G513R) y ¢.1641G>T; p.(W547C) producen dos transcritos diferentes del
alelo mutado, uno con el tamano correspondiente que contiene los exones 10y 11, y otro que
es mds corto y carece del exén 10. Este resultado es comiinmente observado en mutaciones
exdnicas que afectan el procesamiento del pre-ARNm (Nisiim-Rafinia 8 Kerem 2002). Por
lo tanto, sugerimos que estas variantes actiian a nivel tanto de proteina como de ARN, cau-
sando tanto la alteracién del pre-ARNm como el correspondiente cambio de aminodcidos. La
misma suposicién se aplicarfa a la mutacién ¢.1639T>G previamente estudiada; p.(W547G)
(Ramos-Trujillo ez al., 2007). La expresién de proteinas y los estudios electrofisiolégicos han
demostrado que esta mutacién produce una expresién superficial reducida de la proteina
mutante CIC-5 y corrientes drdsticamente reducidas en la membrana plasmdtica (Grand ez
al., 2011). Todos estos resultados ejemplifican cémo diferentes mecanismos moleculares con-

tribuyen a establecer la patogenicidad de una mutacién.

La ausencia del exén 10 en el ARNm como resultado de las mutaciones ¢.1535G>A y
¢.1537G>A conduciria a una unién aberrante de los exones 9 y 11 sin cambio en la ORE Si se
expresara la proteina CIC-5 mutante, careceria de 133 aminodcidos (residuos de aminoacidos
512 a 645), los cuales incluyen parte de las a-hélices O, B, Q y R, y el dominio CBS1 (Dutzler ez
al., 2002). Por otro lado, la omisién de los exones 10 y 11 inducida por la mutacién ¢.1641G>T
darfa como resultado la unién de los exones 9 y 12 con alteracién del ORF vy la generacién de
un codén de parada de 13 aminodcidos corriente abajo (la nueva secuencia serfa: Gly-Asp-Cys-
Leu-Glu-Ser-Leu-Pro-Lys-Arg-Met-Cys-STOP). La proteina CIC-5 mutante, si se expresara,
carecerfa de los ultimos 230 aminodcidos, incluida parte de las o-hélice O, P, Q y R, y los

dominios CBS1 y CBS2 ubicados en el extremo carboxi-citoplasmdtico de la proteina CIC-5.

Utilizando herramientas bioinformdticas y el andlisis funcional con un sistema de mini-
genes, hemos descrito las alteraciones de tres presuntas variantes sin sentido de CLCN5 en el

proceso de splicing del pre-ARNm. Dos de estas variantes, cercanas al extremo 5’ del exén 10,
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generan sitios ESS superpuestos que podrian impedir el reconocimiento del sitio de empal-
me aceptor, provocando la omisién del exén 10. Los resultados de nuestro estudio también
mostraron que una presunta variante sin sentido de CLCN5 ubicada en el exén 10 a mds de
cien nucledtidos de un sitio de empalme da como resultado la omisién de los exones 10 y
11, probablemente a través de la generacién de motivos ESS. Nuestros resultados resaltan la
importancia de realizar estudios funcionales para caracterizar el efecto de las mutaciones en
el proceso de splicing del pre-ARNm, y muestran que la alteracién de este proceso contribuye
a la patogenicidad de una variante en ED1. La caracterizacién de los efectos de las variantes
sobre el proceso de corte y empalme del pre-ARNm serd de gran utilidad para el diagnéstico

de la enfermedad y para el disefio de nuevas estrategias terapéuticas.
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2. CARACTERIZACION DE MODELOS CELULARES Y TRATAMIENTO CON CHAPERONAS QUIMICAS

En este trabajo hemos seleccionado variantes previamente descritas en pacientes con la ED1
(Ramos-Trujillo ez al., 2007 y 2013) con el fin de generar modelos celulares que nos permitan
ensayar moléculas con potencial terapéutico. Las mutaciones seleccionadas fueron tres variantes
de cambio de sentido, p.(G65R), p.(G462S) y p.(G466D, y una delecién, p.(V523del). Las tres
mutaciones de cambio de sentido afectan a residuos de glicina localizados en secuencias GXXXG
de empaquetamiento de hélices o de dominios de transmembrana (Russ & Engelman, 2000),
por lo que probablemente alteran el plegamiento de las proteinas CIC-5 mutantes con la sub-
siguiente pérdida de estabilidad y su retencién en el RE. La mutacién p.(V523del) ha
sido identificada anteriormente en varios pacientes no relacionados entre si de distintas partes del
mundo, lo que podria significar que se trata de una mutacién de punto caliente (Wu ez al., 2009;
Ramos-Trujillo ez al., 2013; Sekine ez al., 2013; Park ez al., 2014; Hureaux ez al., 2019), y da lugar
a la pérdida de tres nucledtido (TGT) en el exén 10 de CLCNS. Estudios previos de co-locali-
zacién llevados a cabo en nuestro laboratorio expresando de manera transitoria proteinas CIC-5
portadoras de estas mutaciones mostraron que todas ellas quedan retenidas en el RE, en mayor
o menor grado, estdn ausentes de la membrana plasmdtica y son degradadas por diferentes vias,
como la respuesta a proteina mal plegada (Unfolded Protein Response o UPS) o las vias proteoso-
mal, lisosomal o autofagosomal (D’Antonio ez al., 2013), por lo que las consideramos mutaciones
de clase 1 (Lourdel ez 4l., 2011).

En enfermedades causadas por mal plegamiento de las proteinas, las chaperonas de
bajo peso molecular estabilizan la proteina diana permitiéndole salir del RE y ser transportada
a través del Golgi hasta su destino final. En funcién del grado de especificidad en su modo de
accién y su capacidad para unirse a la proteina diana, las chaperonas se clasifican en quimicas
y farmacolégicas (Cortez & Sim, 2014). Estas moléculas de pequefio tamano resultan por
tanto de gran interés para el potencial tratamiento de canalopatias asociadas con proteinas

mal plegadas o inestables, como es el caso de la fibrosis quistica (Zeitlin ez /., 2002).

En este estudio seleccionamos dos chaperonas quimicas, 4-PBA y TUDCA, ya aprobadas
para su uso en humanos por la FDA (US Food and Drug Administration) y por la EMA (European
Medicines Agency), y comprobamos su efecto en los niveles de expresion y la localizacién subcelular
de las proteinas CIC-5 mutantes. Seleccionamos estas moléculas buscando seguir una estrategia de
reposicionamiento de firmacos que permita acelerar, en caso de resultados favorables, el desarrollo

del proceso de aplicacién clinica en pacientes con ED (Pushpakom ez 4/, 2019).



156 | Discusion - Bloque I

Para crear nuestros modelos, generamos una construccién plasmidica pEGFP-CIC5 sal-
vaje (WT) y con diferentes mutaciones que fueron incluidas mediante mutagénesis dirigida,
y las introdujimos en la linea celular de riién embrionario humano HEK293, la cual es
comunmente utilizada en experimentos iz vitro para la determinacién de la localizacién y
funcionamiento de la proteina CIC-5 (Smith ez al., 2010; Gorvin ez al., 2013; Alekov ez al.,
2015; Liu et al., 2020). Los clones capaces de expresar de manera estable en el tiempo la pro-
teina de fusién correspondiente fueron seleccionados usando el antibiético G418, y caracte-

rizamos y cuantificamos dicha expresién mediante citometria de flujo y microscopia confocal.

Nuestros resultados mostraron que la proteina de fusién CIC5-EGFP WT y mutantes (Fi-
gura 37) presentaban diferencias en el tamafio, posicién del niicleo y la distribucién de CIC-5, lo

que valida estas lineas celulares como modelo para el estudio de la ED1 y el ensayo de firmacos.

La variante p.(G65R) afecta a la a-hélice B, necesaria para la formacién de la interfase de
los mondémeros y del poro (Wu ez al., 2003; Mansour-Hendili ¢z a/., 2015), mientras que las
mutaciones p.(G462S) y p.(G466D) se localizan en la a-hélice N, involucrada en la selectivi-
dad del filtro de CI' (Pusch ez al., 1997; Wu et al., 2003; Grand ez al., 2009; Mansour-Hendili
et al., 2015). Mediante estudios de electrofisiologia se ha observado que alteraciones en otras
glicinas, p.(G462V) (Ludwing ez al., 2005) y p.(G470R) (Mansour-Hendili ez al., 2015)
afectan la estabilidad de la hélice impidiendo el plegamiento apropiado de los monémeros
y causando una rdpida degradacién de CIC-5 (Lourdel ez al., 2012). Esto explicaria los me-
nores niveles de expresion observados de estas proteinas mutantes en microscopia confocal
y en citometria de flujo. La variante p.(V523del) genera la delecién de un residuo de valina
altamente conservado localizado en la hélice P de CIC-5, y necesario para la unién de los mo-
némeros y formacién del poro (Wu ez 4l., 2003 y 2009). Se ha determinado por estudios de
electrofisiologia que dicha mutacién causa la pérdida de la conductividad de la proteina (Wu
et al., 2009). Mediante estudios de co-localizacién en células epiteliales del tibulo proximal
renal (RPTEC/TERT1) se observé que una parte de la proteina CIC-5 con esta mutacién
quedaba retenida en el RE, pero el resto no aparecia en los endosomas tempranos (EE1) ni
membrana plasmadtica, como cabria esperar (Duran ez /., 2021). Esto coincidiria con nues-
tras observaciones, donde la proteina CIC5-EGFP con la delecién de la valina 523 se acumula
principalmente en el interior celular, aparentemente en parte retenida en el RE, pudiendo

haber el resto avanzado en su tréfico en cierto grado, pero sin llegar a su localizacién final.

Respecto al tratamiento con los firmacos 4-PBA y TUDCA, se seleccionaron a partir
de la bibliografia y se comprobaron mediante ensayos de viabilidad celular, las dosis que

pudieran tener efecto sobre el posible mal plegamiento de la proteina CIC-5 a causa de las
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mutaciones, sin afectar la viabilidad celular. Seleccionamos para el TUDCA la dosis de 1 mM
y para el 4-PBA la dosis de 2,5 mM, (Gupta ez al., 2012; Upagupta ez al., 2017; Momiri ez
al., 2019; Liu et al., 2021; Ren et al., 2021).

Para la linea celular que expresa la proteina CIC-5 con la variante p.(V523del) obser-
vamos un aumento significativo de los valores de fluorescencia de CIC5-EGFP medidos por
citometria de flujo y microscopia confocal al tratar con TUDCA y 4-PBA (p<0,05 y p<0,001,
respectivamente), siendo mayor la media obtenida con la segunda chaperona. Para el resto
de las variantes p.(G65R), p.(G462S) y p.(G466D), no se observd un efecto a causa del tra-
tamiento con TUDCA. En este sentido, la mejora de la sintesis y localizacién de la proteina
CIC5-EGFP con la variante p.(V523del) y no en el resto de las variantes que afectan al ami-
nodcido glicina podria estar explicado por el propio efecto de las mutaciones sobre CIC-5, ya
que estas tltimas causan una expresién significativamente menor de la proteina en las células,
mientras que con p.(V523del), la cantidad de proteina expresada es significativamente mayor.
Esto, junto con la observacién de su localizacién mds alla del RE, nos llevaria a replantear
la clasificacién de la variante p.(V523del) como de clase 1 a no clasificada o indeterminada.
Las proteinas mutantes de clase 1 que afectan a las glicinas en los motivos GXXXG parecen
ser retenidas en el RE en su totalidad y degradadas rapidamente, y por tanto ser mds dificil
revertir su defecto por efecto de las chaperonas quimicas. Esto coincide con lo observado por
Liu y colaboradores (Liu ez 4/., 2021), que introdujeron mutaciones de clase 1, de clase 2 y
no clasificadas, es decir, mutaciones que no encajaban en la definicién de las clases, en CIC-5
en HEK293T, trataron con 4-PBA y concluyeron que, para las mutaciones de clase 1 no se
consigue restaurar la funcién de la proteina CIC-5, pero si se recupera la conductividad para
el resto de mutantes (p.(G57V) y p.(R280P)). Seria de interés poder realizar estudios de elec-
trofisiologfa e inmunohistoquimica en nuestro modelo celular que expresa la proteina CIC-5
con la delecién de la valina 523, para determinar si la funcionalidad de la proteina es alterada
por la mutacién vy si la restauracién de su localizacién mediante los tratamientos consiguen
restaurar la actividad de CIC-5 en la membrana, y establecer en qué orgdnulos se encuentra

la proteina mutante, mediante co-localizacién con RE, endosomas y membrana plasmdtica.

La diferencia en el efecto observado entre el TUDCA vy el 4-PBA se podria explicar por las
diferentes estructuras quimicas de cada chaperona (Upagupta ez a/., 2017) y sus mecanismos de
accién (Cortez & Sim 2014; Xing et al., 2023). El 4-PBA presenta una estructura con una larga
cadena hidrocarbonada con un grupo aromdtico terminal y un extremo hidrofilico (Upagupta ez
al., 2017), mientras que el TUDCA es un 4cido biliar altamente hidrofilico (Pubchem; disponible
online: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/; consultado: 13 Nov 2023). Tanto el 4-PBA como el

TUDCA han demostrado su eficacia en estudios iz vitre e in vivo en el tratamiento de diferentes
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enfermedades. En un ensayo realizado por Upagupta y colaboradores (Upagupta ez al., 2017)
comparando la capacidad y eficacia de diferentes chaperonas quimicas para reducir la formacién
de agregados de proteinas causantes de estrés en el RE en una linea de células epiteliales del tibulo
proximal (HK-2), el 4-PBA mostré mejores resultados que el TUDCA. Sin embargo, el 4-PBA
tiene el inconveniente de que para su uso terapéutico son necesarias dosis elevadas (Cortez &
Sim, 2014) y que, entre los efectos secundarios comunes, se puede producir acidosis renal tubular
(disponible online: http://sideeffects.embl.de/drugs/4775/; consultado: 13 Noviembre 2023). Por
este motivo, en pacientes con afectacion renal, como los de ED1, habria que valorar su uso en bajas
dosis y monitorizar su impacto en la funcién renal. El TUDCA no presenta efectos secundarios
a nivel renal. Hasta el momento se ha descrito la diarrea como efecto secundario mds comiin en
pacientes que han ingerido altas dosis de TUDCA (1000-1500 mg/diarios) para el tratamiento de

la cirrosis biliar primaria (Crosignani ¢ a/., 1996).

Con este trabajo hemos creado y caracterizado nuevos modelos celulares que expresan de
forma estable proteinas CIC-5 mutantes para el ensayo de moléculas con potencial terapéu-
tico, como las chaperonas quimicas, y que permitirdn estandarizar y sistematizar el cribado

previo de moléculas para su posterior uso en modelos 77 vivo.

Ademis, estos modelos nos permitirdn avanzar en el conocimiento de las rutas impli-
cadas en la degradacién de las proteinas mutantes, lo que permitird identificar potenciales

dianas terapéuticas y marcadores para ED1.
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3. TratamMiENTO DEL RATON KI CLCN5V 523DEL CON ACIDO TAUROURSODEOXI-
corico (TUDCA)

Como se ha visto en nuestros resultados, el tratamiento con las chaperonas quimicas
4-PBA y TUDCA de un modelo celular que expresa la proteina de fusién CIC5-EGFP con
la mutacién p.(V523del), favorece la recuperacién de la distribucién y los niveles de expre-
sién de la proteina mutante de forma comparable a la proteina salvaje (Lazaridis ez /. 2001;
Paumgartner & Beuers, 2004), por lo que el siguiente paso fue el ensayo de estas chaperonas

en nuestro modelo animal.

El 4-PBA fue ensayado en estudios previos, mostrando reducciones significativas de los nive-
les de PBPM, el calcio excretado y el volumen de orina excretada (Perdomo-Ramirez, Tesis Doc-
toral y manuscrito en preparacion). En este estudio, realizamos el ensayo con TUDCA en nuestro
modelo KI Clen5V523del, basindonos en ensayos previos realizados en modelos de ratén con

diabetes de tipo 2 para la seleccién de la dosis y el tiempo de administracién (Ozcan ez al., 2000).

Los ratones KI Clen5V523del utilizados en este ensayo presentaron diuresis elevada
(p<0,05), PBPM (p<0,05), hipercalciuria (p<0,01) e hiperfosfaturia (p<0,05). Como conse-
cuencia de la inexistencia de antecedentes de uso de modelos animales de la ED1 para el ensayo
de fdrmacos, se hizo necesario establecer valores de referencia propios en nuestro ratén KI Cle-
n5V523del que senalaran el inicio del rango patolégico para los diferentes pardmetros. Esto lo
hicimos en base a la distribucién de los datos (percentiles 25, 50 y 75) comparando ratones WT
(sanos) y ratones KI (enfermos) (PBPM>150 ng/24h; Hipercalciuria>0,05 mg/24h; Hiperfos-
faturia>3mg/24h)

Para el pardmetro de PBPM se seleccioné como marcador la $2-microglobulina en la
orina de 24h, ya que se considera, junto con la N-Acetyl-B-glucosaminidasa (NAG) uno de
los marcadores mds fiables para la lesién tubular renal, asi como uno de pardmetros que mds
precozmente se alteran (Garcia-Nieto et al., 1990). Los valores medios de excrecidon urinaria
de $82-microglobulina en los ratones KI fueron 75 veces superiores a los ratones WT, y des-
pués del tratamiento con TUDCA durante 20 dias se observé una reduccién del 56%. Sin
embargo, la elevada dispersion de los datos no permite observar diferencias significativas entre
el grupo KI control a T20 frente al grupo KI tratado con TUDCA a T20 (Figura 38). Por
este motivo ensayamos la medida de otra proteina de BPM, la Clara Cell Protein (CC16), que
tiene un peso molecular de 16 kDa y se expresa en el epitelio pulmonar (Bernard & Lauwerys,
1995). La CC16 es usada, en la clinica, como marcador de PBPM v, su excrecién en pacientes

muestra una alta correlacién con la de la 82-microglobulina, ya que ambas comparten los
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mismos mecanismos de filtracién glomerular y reabsorcién tubular (Martin-Granado et al.,
2009). Sin embargo, los niveles de CC16 mostraron la misma dispersién de datos que en
el ensayo de la $2-microglobulina (Anexo I). Debemos destacar por tanto como limitacién
de este estudio la enorme variabilidad encontrada en los datos de PBPM, usando tanto la
{32-microglobulina como la CC16, aunque algunos estudios han mostrado que esta situacién
también se da en humanos, donde la variabilidad observada es muy similar (Martin-Granado
et al., 2009). Por otro lado, en el modelo KO de Guggino, los datos cuantitativos de CC16
también presentaron una elevada variabilidad (Wang ez 4/., 2000), asi como la proteinuria
total calculada por Stechman y colaboradores en ratones de la cepa C57BL/6, en el que la
desviacién de los datos pricticamente alcanzé un 100% (Stechman ez al., 2010). Por otro
lado, Stechman y colaboradores, también atribuyeron esta variabilidad en los modelos muri-
nos a factores aleatorios como la jerarquia social de los individuos dentro de la camada, que
puede llevar al ratén a sufrir agresiones y, por tanto, un mayor nivel de estrés o los cambios en
el comportamiento (Sharp ez 4l., 2003; Spini ez al., 2003). Ademds, también hay que tener

en cuenta otros factores de estrés en los animales, como su manejo por parte del investigador

(Champy ez al., 2004; Van Loo ez al., 2004a/b).

Ademds de los marcadores descritos para la PBPM, analizamos el dano tubular a través
de la cuantificacién de NAG. El NAG es una enzima lisosomal del tdbulo proximal del rinén
que se excreta en la orina y que se libera como consecuencia de un dano en el tibulo proximal
(Garcfa-Garcia et al., 2016; Hosohata et al., 2021). En la clinica se utiliza como marcador
temprano de dafo renal causado por exposicién a nefrotéxicos, retraso en la funcién del
injerto renal, en la enfermedad glomerular crénica, asi como la nefropatia diabética. Especi-
ficamente, en pacientes con diabetes mellitus tipo 2, se ha observado un aumento de NAG
incluso antes del aumento de la albuminuria, por lo que asumen que la disfuncién tubular
puede desarrollarse mds temprano que el dafio glomerular (Kim ez 4/., 2016). En este sentido,
los niveles determinados en el grupo KI a TO son similares a los observados en los ratones
WT, sin embargo, este nivel se duplica a los 3 meses y 20 dias en los ratones KI controles,
de manera que desarrollan el dano tubular con el tiempo. Después del tratamiento con el
TUDCA observamos que la excrecién de NAG disminuye significativamente (p<0,05) en los
ratones KI T20 con una reduccién del 63% (Figura 39).

Nuestro modelo KI presentd niveles significativamente elevados (p<0,05) en la excrecién
de fosfato urinario, siendo 4 veces superior a los observados en el WT. Sin embargo, tras ser
tratados con TUDCA se apreci6 una reduccién significativa del 28% (p<0,05) al comparar

el grupo KI tratado a TO con respecto al T20 (Figura 39). No observamos diferencias entre
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el grupo KI control a T20 frente al KI tratado a T20, ya que la dispersién de ambos datos es
elevada, y al menor nimero de ratones KI en el grupo control, lo que limita la comparacién
de estos resultados. Los niveles de fosfato urinario excretado cuantificados en nuestros mo-
delo KI Clen5V523del son similares (Tabla 11) a los descritos en el modelo KO desarrollado
por Guggino y colaboradores (3,9 + 1,0; 3,4 = 1,5 mg/24h).

Respecto a la excrecién urinaria de calcio, los ratones KI presentaron niveles 2 veces
superiores con respecto a los observados para el WT (p<0,01). Se redujeron estos niveles en
un 33% en los ratones KI tratados con TUDCA a T20 comparado con el TO (Figura 39).
En este caso, la diferencia observada entre el grupo KI control y tratado a T20 es cercana a
la significancia (p=0,06), de modo que, posiblemente si aumentdramos el tamano muestral,
este dato podria ser significativo. La presencia de la hipercalciuria, asi como de hiperfosfaturia
en este modelo KI Clen5V523del nos indica una posible relacién con la alteracién del meta-
bolismo de calcio y fosfato, ya observada previamente en otros modelos iz vitro y animales
(Anglani ez al., 2019), cuya reabsorcién parcial o total ocurre en el tibulo proximal. La des-
regulacién de la proteina CIC-5 a causa de la delecién de la valina 523 generaria un defecto en
la acidificacién de los endosomas tempranos primordial en el proceso de endocitosis (Clague
et al., 1994), dando lugar a la desregulacién de los receptores megalina-cubilina (Piwon ez al.,
2000; Christensen et a/., 2003; Erdmann ez a/., 2007) causando un defecto en la captacién de
la PTH. Esta hormona participa en el metabolismo del calcio controlando la reabsorcién del
15% del calcio por parte de las CTP (Navarro-Moreno & Ramos, 2006; Blaine, Chonchol &
Levi, 2014; Moor & Bonny, 2016); asi como en la regulacién del co-transportador NaPi-1I-a
implicado en la reabsorcién del fosfato en las CTP (Hilpert ez al., 1999).

En este sentido, la chaperona TUDCA podria estar actuando en la recuperacién del
proceso de endocitosis relacionado con los receptores de megalina y cubilina, mejorando la
captacién de proteinas de BPM asi como de la PTH, ya que a nivel celular observamos una
mejora de la localizacién de CIC-5 con la mutacién p.(V523del) tras el tratamiento con esta
chaperona (resultados Bloque 2). Ademds, en el estudio sobre las caracteristicas fenotipicas de
la ED1 presentes en el ratén KI Clen5V523del, se observa una disminucién de la PBPM, asi

como de los niveles de calcio y fosfato excretados como consecuencia del TUDCA.

Para valorar la funcién renal se suele utilizar la TFG, que corresponde al volumen en que
una sustancia es filtrada por el rifndn por unidad de tiempo (Molina ez al., 2022). Este valor
puede variar en funcién de la edad, sexo y masa corporal. La creatinina es el biomarcador
enddgeno que se suele utilizar para la estimaciéon de la TFG porque es un compuesto de de-

secho generado por el organismo a partir de la degradacién de la creatina, que en condiciones
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normales se produce a una tasa constante desde el tejido muscular. Se trata de una molécula
de pequeno tamano (113 Da) que se filtra libremente a nivel glomerular, no es reabsorbida a
nivel tubular y se excreta a través de la orina, por lo que la cantidad absoluta excretada deberia
ser constante entre individuos con la misma produccién de creatinina y funcidn renal estable
(Huidobro ez al., 2018). Comtinmente, se estimaba la TFG en base a los valores de creatinina
sérica, sin embargo, diversos estudios (Jabary ez al., 2006; Zamora ez al., 2007), sefialan que
este dato puede subestimar el funcionamiento renal, ya que los pacientes pueden presentar
valores dentro de la normalidad, pero con una disminucién significativa de la TFG. En este
sentido, se ha demostrado que el aclaramiento de la creatinina puede ser un mejor pardmetro
para estimar la TFG, ya que compara sus niveles en suero y orina para medir la cantidad eli-

minada por los rifiones por unidad de tiempo (Wallace, 1998).

Los valores obtenidos para los niveles de creatinina sérica y el aclaramiento de la creatinina
en los ratones KI a T20 tanto controles como tratados, no muestran diferencias significativas en
relacién con la media observada en los WT, sugiriendo que la filtracién de la creatinina no estd
alterada como consecuencia de la mutacién. Este resultado concuerda con otras investigaciones
realizadas en ratones KO Clen5, en los cuales los niveles de aclaramiento de creatinina no se vie-
ron alterados a los 3 meses (Wang ez al., 2000; Yadav ez al., 2022) sin embargo, si se observé un
aumento de estos niveles en los ratones KO de 6 meses de edad (Cebotaru ez 4/, 2005). Que
exista un aumento en el dafio tubular renal determinado por el NAG y no en la funcién renal por
el aclaramiento de la creatinina se explicaria porque el primero es un marcador temprano (Gar-
cia-Nieto ez al., 1990) que se relaciona con la disfuncién tubular, mientras que el segundo, mide
la funcién renal global (Gallo, 2001), indicindonos que la funcién renal general de nuestro rat6n
KI Clen5V523del no se ve alterada por la mutacién p.(V523del) a los tres y cuatros mes de edad.

Por otro lado, los niveles de orina excretados por los ratones KI fueron 1,8 veces supe-
riores en comparacién con el grupo WT, sin embargo, estd caracteristica no se vio reducida a
causa del tratamiento. Este pardmetro fue observado también en los 3 modelos de ratones KO
(Wang et al., 2000; Silva e al., 2003; Nielsen ez al., 2007; Piwon ez al., 2000; Giinther ez al.,
2003; Yadav ez al., 2022). Respecto a los niveles de agua ingerida y al peso de los ratones W'T
y KI, aT0O y T20, no se observaron diferencias significativas (p=0,146; p=0,120; respectiva-
mente), por lo que, en nuestro caso, los ratones KI no muestra incremento en ingesta de agua,
ni variaciones en el peso a consecuencia de la mutacién p.(V523del), coincidiendo con los
resultados observados en los ratones KI de caracterizacién (Perdomo-Ramirez, Tesis Doctoral
y manuscrito en preparacién). Asi mismo, estos sintomas suelen ser de aparicién minoritaria
en la ED (Luis-Yanes, Garcia-Garcia & Garcia-Nieto, 2023).
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El ensayo pre-clinico de medicamentos ya comercializados para el tratamiento de enfer-
medades diferentes a aquellas para las que fueron aprobados inicialmente (reposicionamiento
de fdrmacos) permite avanzar hacia su aplicacién rdpida en pacientes, debido a que ya se
conocen sus efectos secundarios, su farmacogenética y farmacodindmica, pudiendo evitar las
fases I y II de los ensayos clinicos, las cuales se pueden alargar durante anos. Asi mismo, el
reposicionamiento de firmacos tiene especial importancia en enfermedades huérfanas, donde
la investigacién de nuevos farmacos es limitada debido a los altos coste y una demanda espe-
cifica para cada enfermedad (Sardana ez al., 2011). En estos casos, el uso de modelos animales
ha cobrado especial relevancia, siendo un método ampliamente aplicado para determinar la
efectividad del firmaco frente a enfermedades diferentes (Aggarwal ez al., 2022). Sin embar-
go, uno de los retos de la utilizacién de modelos animales en el reposicionamiento de firma-
cos es imitar la enfermedad humana en el modelo elegido (Aggarwal ez al., 2022). Nuestro
modelo animal para la ED1 presenta la principal sintomatologia observada en humanos, por
lo que es una herramienta excelente para el ensayo de firmacos, ya comercializados o no, y en

general cualquier nueva estrategia terapéutica.

En nuestro caso, hemos observado que el tratamiento con la dosis de TUDCA ensayada
da lugar a una disminucién en la excrecién de f2-microglobulina, calcio y fosfato en orina,
asi como una reduccién del dafno tubular (NAG) en el ratén KI Clen5V523del. Estos datos
indican que el TUDCA podria ser un tratamiento candidato hacia la fase clinica en pacientes
con ED1 y resultar efectivo en la ralentizacidn del avance de esta enfermedad, debido a que ya
se encuentra comercializado y probdndose en diferentes ensayos clinicos para enfermedades

neurodegenerativas (Khalaf ez a/., 2022).
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CONCLUSIONES

1. Las herramientas bioinformdticas son de gran utilidad en la prediccion del efecto de
presuntas mutaciones de cambio de sentido sobre el proceso de splicing del pre-ARNm.

2. Tres de las trece mutaciones clasificadas como de de cambio de sentido en el gen
CLCN5 (€.1535G>A, ¢.1537G>A y ¢.1641G>T) actGan como mutaciones que
también afectan al splicing, y su efecto es mds dréstico que el esperado por el cambio
de un aminodcido por otro.

3. Nuestros resultados resaltan la importancia de evaluar los efectos de mutaciones de
cambio de sentido en el gen CLCN5 mediante ensayos de minigenes.

4. La proteinas de fusion CIC5-EGFP con las mutaciones p.(V523del), p.(G65R),
p-(G462S) y p.(G466D) presentan alteraciones en la localizacién subcelular y en la
expresién en comparacién con la proteina CIC-5 EGFP WT.

5. Los tratamientos con 4-PBA y TUDCA en modelos celulares de la enfermedad de
Dent-1 generan cambios en la localizacién y aumentan la expresién de la proteina

CIC-5 mutante p.(V523del).

6. El desarrollo de modelos celulares de la enfermedad de Dent-1 es de gran utilidad para
el ensayo pre-clinico de moléculas con potencial terapéutico de manera répida y efectiva.

7. El tratamiento de nuestro modelo animal KI Clez5V523del con el firmaco TUD-
CA disminuye la principal caracteristica observada en la enfermedad de Dent-1, la
PBPM, asi como la hiperfosfaturia e hipercalciuria, por lo que podria ser una poten-
cial estrategia terapéutica para los pacientes con ED1 causada por proteina CIC-5
retenida en RE.
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2. BLOQUE 3. TratamieNTO DEL RATON KI CrcN5V523DEL CON ACIDO TAU-
ROURSODEOXICOLICO (TUDCA)

CC16
Hokokok
6 X |
l oo
. o o
£ 4 u . A_A
% | I o eae [m] A
c 24 .
v O ® = A
[ ]
xx
o P, % =
SO F PP L P
,\Qy«qs, O ooé*}oo ooé\ey'&
A)
S &8¢ e

Figura A1. Niveles de CC16 expresados en la orina de los ratones. Ratones WT y Kl controles (CON) y
tratados (TUDCA). TO: inicio del experimento; T20: final del experimento. *p<0,05; ****p<0,001.

KI+CON+TO KI+CON+T20  KI+TUDCA+TO KI+TUDCA+T20

CC16 334+1,18 3,37 0,55 422 + 1,11 3,03 = 1,17
(mg/24h) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

Kl no tratados (CON) y tratados (TUDCA); TO: inicio del experimento; T20: final del experimento. *p<0,05; ***p<0,001.
Las diferencias fueron estimadas mediante un T-test de muestras no pareadas. Datos mostrados en forma de media +

desviacién estandar.
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MEDIOS

1. Composicién de medio SOB (Sambrook ez al., 2001)

- 0,5% de extracto de levadura

- 2% de triptona

- 10 mM de NaCl

- 2,5mM de KCI

- AjustarapH 7

- Autoclavar

- Anadir stock de Mg** 2M preparado previamente y esterilizado mediante filtracién.

2. Composicién del stock de Mg?* 2M
- 1M de MgCL *6H,O
- 1M de MgSO,*7H,O

3. Composicién de medio SOC (Sambrook ez al., 2001)

- Se anade al medio SOB, glucosa estéril a una concentracién final de 20 mM.

4. Composicion del medio Luria-Bertani (LB) (Sambrook ez al., 2001)

- 10 g de Triptona

- 5 gde Levadura

- 10 g de NaCl

- Anadir agua hasta 1 L
- Ajustar pH7

5. Composicién de medio LB-agar

- Seanadi6 15 g de agua al LB preparado, antes de ser esterilizado mediante autoclave.

6. Composicién del ITB (Ice-cold TB) (Ionue ez al., 1990)

- 10 mM PIPES

- 15 mM CaCl2

- 250 mM de KCl

- Ajustarel pHa 6,7

- Esterilizar por filtracién
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Abstract: Dent disease (DD) is an X-linked renal tubulopathy characterized by low-molecular-weight
proteinuria, hypercalciuria, nephrocalcinosis, nephrolithiasis and progressive renal failure. Two-
thirds of cases are associated with inactivating variants in the CLCN5 gene (Dent disease 1, DD1) and
a few present variants in the OCRL gene (Dent disease 2, DD2). The aim of the present study was to
test the effect on the pre-mRNA splicing process of DD variants, described here or in the literature,
and describe the clinical and genotypic features of thirteen unrelated patients with suspected DD.
All patients presented tubular proteinuria, ten presented hypercalciuria and five had nephrolithiasis
or nephrocalcinosis. CLCN5 and OCRL genes were analyzed by Sanger sequencing. Nine patients
showed variants in CLCN5 and four in OCRL; eight of these were new. Bioinformatics tools were used
to select fifteen variants with a potential effect on pre-mRNA splicing from our patients” group and
from the literature, and were experimentally tested using minigene assays. Results showed that three
exonic missense mutations and two intronic variants affect the mRNA splicing process. Our findings
widen the genotypic spectrum of DD and provide insight into the impact of variants causing DD.

Keywords: Dent disease; CLCN5; OCRL; minigene system; bioinformatics analysis; Pre-mRNA splicing

1. Introduction

Dent disease (DD) is a rare X-linked tubulopathy that affects the function of the prox-
imal tubule [1-3]. Histological studies of DD kidney biopsies have shown glomerular
damage, and recent findings indicate that DD should also be considered as a podocytopa-
thy [4]. The main characteristics of DD include low-molecular-weight proteinuria (LMWP),
hypercalciuria, nephrocalcinosis, nephrolithiasis and progressive renal failure [1-3]. DD
usually presents in children or young adults, and 30 to 80% of males affected will de-
velop chronic kidney disease (CKD) between 30 and 50 years of age [1,2]. In addition,
other manifestations indicative of dysfunction of the proximal tubule may occur, such as
aminoaciduria, glucosuria, hyperphosphaturia, caliuresis and uricosuria, giving rise to a
partial Fanconi syndrome [5]. A minority of patients develop rickets or osteomalacia [6,7].
In the case of female carriers, the phenotype is usually mild, rarely presenting nephrocalci-
nosis or chronic renal failure, probably due to the random inactivation of one of the two X
chromosomes [5,8,9].

Biomedicines 2023, 11, 3082. https:/ /doi.org/10.3390 /biomedicines11113082
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DD has been associated with alterations in two genes, both located on the X chro-
mosome: CLCN5 and OCRL [10,11]. CLCN5 encodes the electrogenic chloride/proton
exchanger CIC-5, which is mainly expressed in the kidney and participates in the endocytic
reabsorption of low-molecular-weight proteins in the proximal tubular cells [12-14]. CIC-5
is a 746-amino-acid protein that expresses mainly in the epithelial cells of the kidney [15].
Its complex three-dimensional structure was deduced from high-resolution crystal struc-
tures of two homologous bacterial CIC exchangers (EcCIC, from E. coli, and StCIC from
S. typhimurium). It has been suggested that CIC-5 functions as an homodimer, where each
subunit serves as a pore and contains 18 «-helices (named A to R), arranged in such way
that different residues come near each other to configure the C1™ selectivity filter, which is
formed mainly by helices D, F, N and R. «-helices B, G, H, I, P and Q form the interface
between the two monomers [12,16]. Each CIC-5 monomer has a long cytoplasmic region
including two cystathionine beta-synthase (CBS) domains [17,18] which are known to
bind nucleotides and regulate the activity of other proteins [19,20]. It has been shown
that variants located in these domains in CIC-5 are pathogenic, most of them affecting
its electrical activity [16,21]. Between both CBS domains, CIC-5 also carries a PY-motif
that binds WW domains of ubiquitin-ligases and modulates its retention in the plasma
membrane [22]. DD caused by genetic changes in the CLCN5 gene is known as Dent
disease-1 (DD1) (OMIM #300009).

The OCRL gene, previously associated with Lowe’s oculocerebrorenal syndrome,
encodes an inositol polyphosphate-5-phosphatase (OCRL1), located in the Golgi apparatus
and in early endosomes, that may play a role in trafficking and cellular endocytosis [23-25].
OCRL is expressed in practically all tissues, except in hematopoietic cells, [26] and through
all segments of the nephron [27]. The OCRLL1 protein has three conserved domains: a
central inositol-5-phosphatase domain, an ASH motif binding to various Rab-GTPases and
necessary for the correct targeting of OCRL1 towards the Golgi apparatus and endosomes,
and a catalytically inactive Rho GAP-like domain at the C-terminus [28]. Connected through
a short linker to the 5-phosphatase is a PH (pleckstrin homology) domain at the N-terminus
of OCRL1 that cannot directly bind to phosphoinositide-containing liposomes [29]. DD
caused by genetic changes in OCRL is known as Dent disease-2 (DD2) (OMIM #300555). In
a retrospective analysis of phenotypes and genotypes of DD2 patients, Gianessello et al.
found that truncating variants map in the PH and linker domain, while missense variants
map in the inositol-5-phosphatase domain, and only occasionally in the ASH-RhoGAP
module. They also observed that truncating variants located at the 5" end of the OCRL
gene appeared to cause the least severe phenotypes [30]. CLCN5 variants are present in
approximately 60% of patients, whereas OCRL variants are found in only 15% of patients.
About 25% of DD patients do not harbor changes in either of these genes, and the genetic
cause of these cases remains unidentified [1].

Understanding the effect of mutations on molecular processes is essential in order
to establish genotype—phenotype correlations, which are lacking in DD. However, results
of a recent study suggest that DD1 characteristics such as the risk of nephrolithiasis
and progression to kidney failure are associated with the degree of remaining CIC-5
function [31].

It was long assumed that missense variants only changed one amino acid for another,
and that synonymous variants had no effect on the protein at all. However, in the last
two decades, it has become evident that presumed missense and synonymous variants
can also affect the splicing of messenger RNA precursors (pre-mRNA), thus potentially
having a much more severe effect on the function and expression of a protein [32-34].
Pre-mRNA splicing is the process by which introns are removed and exons are accurately
joined together to generate mature mRNAs for the synthesis of proteins [35]. This process
is regulated by splicing factors that bind sequences in the pre-mRNA, including the donor
and acceptor splice sites, the branch point, the polypyrimidine track, exonic splicing
enhancers (ESEs) and silencers (ESSs) and intronic splicing enhancers (ISEs) and silencers
(ISSs) [36-39]. Disruption of these sequences can lead to defects in the mRNA molecules
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such as whole exon skipping, loss of an exon fragment or inclusion of an intron sequence,
causing disease [39-44]. In fact, between 15 and 50% of all pathogenic variants have been
shown to alter splice sites and splicing regulatory elements [45]. In the present study, we
analyzed 13 new cases with a clinical diagnosis of DD and investigated the effect of selected
variants on the splicing of the pre-mRNA.

2. Materials and Methods
2.1. Patients

Thirteen unrelated male patients diagnosed with DD and 27 of their relatives were
investigated. Ten of these patients were from Spain, two were from Cuba and one was
from Uruguay. Criteria for DD diagnosis were LMWP, defined by excessive urinary loss
of 2-microglobulin, or total proteinuria, and at least one of the other features of DD, like
hypercalciuria, defined by >4 mg/kg/d, and nephrocalcinosis/nephrolithiasis. The age for
clinical diagnosis ranged from 0.8 to 19 years.

This study was approved by the Ethics Committee of Nuestra Sefiora de Candelaria
University Hospital (Santa Cruz de Tenerife, Spain), and written informed consent for the
genetic analysis was obtained from all patients and/or their parents.

2.2. DNA Extraction, Amplification and Sequencing Analysis

Genomic DNA was extracted from peripheral blood samples using the GenElute Blood
Genomic DNA kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) according to the manufacturer’s
instructions. Coding exons and flanking intronic sequences of CLCN5 and OCRL were
amplified by polymerase chain reaction (PCR) as described previously [7,11]. PCR products
were analyzed by agarose gel electrophoresis, and the fragments were purified with the Nu-
cleoSpin Gel and PCR Clean-up kit (Macherey-Nagel, Diiren, Germany). DNA sequencing
was performed by Macrogen Spain (Madrid, Spain). Variants were identified by comparison
to the respective reference sequences (GenBank accession numbers NG_007159.3 (Transcript:
ENST00000307367.2) and NG_008638.1 (Transcript: ENST00000371113.9) for CLCN5 and
OCRL, respectively) using the bioinformatics program Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) (available online: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, accessed on 20 Septem-
ber 2019) and confirmed by sequencing additional independent amplification products.
Several databases of genetic variants, including the Genome Aggregation Database v2.1.1
(gnomAD) (available online: https://gnomad.broadinstitute.org/, accessed on 5 June
2023) [45], 1000 Genomes Project (available online: http://www.1000genomes.org/, ac-
cessed on 5 June 2023) [46], dbSNP (available online: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/,
accessed on 5 June 2023) [47] and Human Gene Mutation Database (HGMD), (Available on:
http:/ /www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php, accessed on 5 June 2023) [48], were queried for
the presence of the new variants identified.

2.3. In Silico Prediction Analysis and Criteria for Variant Selection

Missense CLCN5 variants were selected (see selection criteria below) from the litera-
ture and from the HGMD database [48,49]. We also included CLCN5 and OCRL variants
identified in our new patients. These variants were analyzed using bioinformatics tools
to predict their pathogenicity and their potential effects on splicing (Tables S2 and S3).
Nucleotide numbering was based on the CLCN5 and OCRL cDNA sequences (GeneBank
accession number NM_000084.5 and NM_000276.3, respectively), with c.1 denoting the
first position of the translation start codon. The criteria for selection of variants with
potential effect in pre-mRNA processing were (a) proximity to splice sites (less than
70 nucleotides from the donor or acceptor splice sites) and (b) potential effect on pre-
mRNA splicing predicted by at least two out of three bioinformatics tools. The fol-
lowing bioinformatics tools were used: MutPredSplice v1.3.2 (available online: http:
/ /www.mutdb.org/mutpredsplice, accessed on 20 October 2019) [50], splicing-based anal-
ysis of variants (SPANR) (available online: http://tools.genes.toronto.edu/, accessed
on 15 November 2019) [51] and Human Splicing Finder (HSF) v3.1 [52] (available on-
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line: https://hsf.genomnis.com/, accessed on 10 August 2023). In addition, we used
other bioinformatics tools like Splice Site Prediction by Neural Network v0.9 (NNSplice)
(available online: https://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html, accessed on 20 July
2020) [53], CADD-splice v.1.6 (Combined Annotation Dependent Depletion) (available
online: https://cadd.gs.washington.edu/, accessed on 20 February 2022) [54] and SpliceAl
v1.3.1 (available online: https:/ /spliceailookup.broadinstitute.org/, accessed on 2 Novem-
ber 2023) [55].

The effect of amino acid substitutions on the CIC-5 and OCRL1 proteins was predicted
using the following bioinformatics tools: PolyPhen-2 (Available online: http://genetics.
bwh.harvard.edu/pph2/, accessed on 22 June 2022) [56], SIFT v6.2.1 (available online: https:
/ /sift.bii.a-star.edu.sg/, accessed on 22 June 2022) [57] and MutPred2 (available online:
http:/ /mutpred.mutdb.org/, accessed on 30 November 2022) [58] to predict whether an
amino acid substitution in a protein would have a phenotypic effect. Multiple sequence
alignment of proteins was performed using Clustal Omega v1.2.4 (available online: https://
www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/, accessed on 30 January 2023) [59]. The pathogenicity
of variants was also determined using the VarSome suite v11.5 (available online: https:
/ /varsome.com/, accessed on 15 December 2022) [60]. According to the American College
of Medical Genetics and Genomics (ACMG) recommendations, variants were classified
into five categories, such as pathogenic, likely pathogenic, uncertain significance, likely
benign and benign [61].

2.4. Amplification of CLCN5 and OCRL Genomic Fragments and Construction of Minigenes

The effect of CLCN5 and OCRL variants on pre-mRNA splicing was evaluated using a
minigene system and reverse transcription-PCR (RT-PCR) analysis. For the construction
of CLCN5 minigenes, four fragments containing exons 3, 7, 9 and 10-11 and their flank-
ing intronic sequences were cloned separately in the pET01 expression vector (MoBiTec,
Gottingen, Germany) (intron 2 (172 bp)-exon 3 (100 bp)-intron 3 (85 bp) (pET01ex3-WT);
intron 6 (196 bp)-exon 7 (81 bp)-intron 7 (140 bp) (pET01ex7-WT); intron 8 (104 bp)-exon 9
(187 bp)-intron 9- (133 bp) (pET01ex9-WT); and intron 9 (162 bp)-exon 10 (399 bp)-intron 10
(155 bp)-exon 11 (217 bp)-intron 11-(149) (pET01ex10-11). These fragments were amplified
by PCR from genomic DNA extracted from patients and/or controls (Table S1). For OCRL
minigenes, two fragments containing exons 11-12 and 15 and flanking intronic sequences
(intron 10 (84 bp)-exon 11 (117 bp)-intron 11 (98 bp)-exon 12 (188 bp)-intron 12 (84 bp)
(pET01ex11-12WT) and intron 14 (24 bp)-exon 15 (336 bp)-intron 15 (40 bp) (pET01ex15WT))
were amplified from the genomic DNA of the patients and a healthy control.

Primers were designed using Primer3 v0.4.0 (Available online: https://primer3.ut.ee/,
accessed on 20 October 2019) and SnapGene software v5.0.4 (Available online: www.
snapgene.com, accessed on 25 October 2019). Primers contained sequences encoding re-
striction sites for Xhol, Xbal and BamHI at their 5’ ends. PCR reactions were carried out
using a Kapa Taq PCR kit (Kapa Biosystems—Hoffman-La Roche, Wilmington, MA, USA).
After digestion with restriction enzymes Xhol, Xbal or BamHI (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA), PCR products were cloned using T4 DNA ligase (Kapa Biosystems),
according to the manufacturer’s instructions, into the pET01 previously digested with
the respective restriction enzymes. Ligation products were transformed into XL1 Blue
competent cells by heat-shock and grown in Luria-Bertani Broth (LB) agar plates supple-
mented with ampicillin. Colonies carrying recombinant plasmids were grown overnight
in LB medium with ampicillin at 37 °C. Plasmid DNA extraction was carried out with a
NucleoSpin Plasmid EasyPure kit (Macherey-Nagel, Diiren, Germany), and recombinant
plasmids were analyzed by sequencing (Macrogen Spain, Madrid, Spain).

2.5. Site-Direct Mutagenesis

CLCN5 mutations were introduced in the respective minigenes using the QuickChange®
Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)
following the manufacturer’s recommendations. Reaction products were transformed
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into XL10-Gold ultracompetent cells. Primers for mutagenesis were designed using the
bioinformatics tool QuickChange® Primer Design Program (available online: https://www.
agilent.com/store/primerDesignProgram jsp, accessed on 20 October 2019) according to
the guidelines described in the QuickChange® commercial kit (Table S1). To confirm the
presence of the desired mutation, all constructs were analyzed by directed sequencing
using the same primers used for the amplification of each fragment.

2.6. Cell Culture, Transient Transfection and RT-PCR Assay

COS7 and HEK293T cells were cultured in Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM, Sigma-Aldrich) with high glucose (4.5 g/L), supplemented with 10% foetal
bovine serum and 1% penicillin/streptomycin and incubated at 37 °C and 5% CO, in a
humidified incubator. Minigenes were transfected using JetPRIME (Polyplus Transfec-
tion, Illkirch, France), according to the manufacturer’s instructions. After 24h, RNA was
extracted and purified using the NucleoSpin RNA mini kit (Macherey-Nagel, Diiren,
Germany) and quantified with Nanodrop Lite (Thermo Fisher Scientific). cDNA syn-
thesis was performed with an iScript cDNA synthesis kit (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
and second strands were amplified by PCR with a Kapa Taq PCR kit (Kapa Biosystems-
Hoffman-La Roche) and DreamTaq polymerase (Thermo Scientific, Thermo Fisher Sci-
entific Inc.) using primers ETprim02 and ETprim03 (MoBiTech, Gottingen, Germany).
Products were analyzed by agarose gel electrophoresis with the molecular weight marker
SiZer-100bp DNA Marker (IntRon Biotechnology DR, Gyeonggi, Republic of Korea) and
sequenced as mentioned before. The exact size of each product was determined from
the DNA sequences, which were compared to the reference CLCN5 or OCRL sequences
(GenBank accession number NC_000023.10 and NM_000084.5 or NC_000023.11 and
NM_000276.3, respectively).

3. Results
3.1. Identification of Novel CLCN5 and OCRL Variants in Patients Diagnosed with Dent Disease

Clinical data of patients included in this study and the variants identified are sum-
marized in Table 1. All patients had LMWPD, ten had hypercalciuria, and five presented
nephrolithiasis or nephrocalcinosis. Patient P422 also showed other symptoms as hy-
potonia, attention-deficit disorder and growth hormone deficit. P854 manifested hyper-
aminoaciduria. Patient P508 showed developmental delay and congenital cataracts.

Sequence analysis revealed nine CLCN5 variants (four missense, four frameshift
and one nonsense variant) (Table 1) (Figure 1), six of which were not present in genomic
variant databases (HGMD, dbSNP, gnomAD and 1000 Genomes Project) (c.1641G>T;
p.(W547C), ¢.976G>C; p.(G326R), c.1600T>A; p.(Y534N), c.2026delA; p.(T676Lfs*2),
¢.1560_1561delTC; p.(L521Cfs*6) and c.966delC; p.(F322Lfs*37)). Four variants were
found in the OCRL gene (two missense and two intronic variants), two of which were
not found in the genomic variant databases mentioned above (c.1056+1G>A and c.1467-
1G>A). Novel variants were submitted to the ClinVar database and were included
with the following accession numbers: VCV000930215.1 (c.1641G>T); VCV001210259.1
(c.976G>C), VCV000973833.1 (c.1600T>A), VCV000932946.1 (c.2026delA), VCV000932943.1
(c.1560_1561delTC), VCV000932948.1 (c.966delC), VCV000932947.1 (c.2078C>T),
VCV002506950.1 (c.1056+1G>A) and VCV002504612.1 (c.1467-1G>A). In ten families,
we showed that the patients’ mothers were carriers of the respective CLCN5 and OCRL
variant (Figure 1). In the other families, blood samples of the parents were not available
for genetic analysis.
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Table 1. Clinical and genetic data of patients diagnosed with Dent disease.

1
Patient (ée?,:rs) LMWP HC  NL/NC Other Symptoms Variant Gene Reference
c.952C>T;
P62 15 + + + - p.(R318C) OCRL [11]
P422 3 + + + Hyﬁ?ﬁfﬁ cAitDD' .1056+1G>A OCRL This study
Developmental
delay, c.2078C>T;
P508 35 + + - congenital p.(P693L) OCRL [62]
cataracts
c.1466G>A;
P652 12 + + - - p.(W489%) CLCN5 [63]
€.1560_1561delTC; .
P683 7 + + + - p.(L521Cfs*6) CLCN5 This study
P749 0.8 + - - - ¢.1537G>A; p.(G513R) CLCN5 [64]
c.1641G>T; .
P801 6.5 + + + - p.(W5470C) CLCN5 This study
c.976G>C; .
P816 19 + + — - p.(G326R) CLCN5 This study
¢.1558_1559insT;
P818 15 + + - - p.(S520Ffs*8) CLCN5 [65]
P841 2.7 + + + - c.1467 — 1G>A OCRL This study
c.966delC; .
P848 10.5 + + - - p.(F322L5%37) CLCN5 This study
. . . c.2026delA; .
P854 12 + - - Hyperaminoaciduria p.(T676Lfs*2) CLCN5 This study
c.1600T>A; .
P921 0.8 + - - - p.(Y534N) CLCN5 This study

1 Age at diagnosis. LMWP, low-molecular-weight proteinuria; HC, hypercalciuria; NL, nephrolithiasis; NC,
nephrocalcinosis; +, present; —, absent; ADD, attention-deficit disorder; GH, growth hormone.

The three novel CLCN5 missense variants, ¢.1641G>T; p.(W547C), ¢.976G>C; p.(G326R),
and c1600T>A; p.(Y534N), affect residues conserved through evolution and are predicted
to affect protein function (Figure 2). VarSome analysis classified variant p.(G326R) as of
uncertain significance according to the pathogenicity criteria established by the ACMG
(Table S2), while variants p.(Y534N) and p.(W547C) were classified as likely pathogenic
(Table S2). Variant p.(G326R) affects an amino acid residue located in «-helix J of the CIC-5
protein, whereas p.(Y534N) and p.(W547C) disturb residues located in x-helix Q (Figure 2).
Analysis of ¢.976G>C; p.(G326R) and ¢.1600T>A; p.(Y534N) with HSE, SPARN and SpliceAl
indicated that these changes have no impact on the pre-mRNA splicing process (Table S2).
According to CADD, splice variant p.(W547C) seems to affect pre-mRNA splicing, and HSF
predicts that this variant generates a cryptic donor site (Table S2). The other three novel
CLCNS variants, p.(L521Cfs*6), p.(F322L{s*37) and p.(T676Lfs*2), are single nucleotide
deletions that change the open reading frame and result in the generation of premature
stop codons after 5, 36 and 1 amino acids, respectively (Figure 1B). VarSome classified these
frameshift variants as pathogenic (Table S2). These variants are located in «-helix K, «-helix
J and residues located between the CBS-1 and CBS-2 domains, respectively.
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Figure 1. Segregation and electropherograms of the detected CLCN5 and OCRL variants. (A) Pedi-
grees of families with CLCN5 variants; (B) Electropherograms showing the new CLCN5 variants;
(C) Pedigrees of families with OCRL variants; (D) Electropherograms showing the new OCRL variants.
Circles with a dot in the center indicate female carriers; open circles are unaffected females; filled
squares are affected males; open squares are unaffected males; question marks inside circles and
squares indicate unanalyzed individuals. The arrowheads indicate the nucleotide position affected;

M = Heterozygous mother; C = Normal controls.
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A G326R
l a-helix J a-helix K
H. sapiens FELVPFILLGIFGGLWGALFIRTNIAWCRKRK---TTQLGKYPVIEVLVVTAITAILAFP 373
Mutant FELVPFILLRIFGGLWGALFIRTNIAWCRKRK---TTQLGKYPVIEVLVVTAITAILAFP 373
M. musculus FELVPFIVLGIFGGLWGALFIRTNIAWCRKRK---TTQLGKYPVVEVLIVTAITAILAFP 373
D. rerio LELIPFILLGIFGGIWGAFFIRANIWWCRRRK---TTRLGHYPVLEVLVVTAVTAVLAFP 346
S. cereviceae QEIPIFIALGIFGGLYGKYISKWNINFIHFRK----MYLSSWPVQEVLFLATLTALISYF 393
E. coli NTLWLYLILGIIFGIFGPIFNKWVLGMQDLLHRVHGGNITKWVLMG--—---——==—==—— 295
Conservation FE ] i G T R S S S : I
Y534N W547C
a-helix P | o-helixQ |

H. sapiens QGADCITPGLYAMVGAAACLGGVTRMTVSLVVIMFELTGGLEY[IVPLMAAAMTSKWVADA 551
Mutant QGADCITPGLYAMVGAAACLGGVTRMTVSLVVIMFELTGGLENIVPLMAAAMTSKCIVADA 551

ADA 551
ADA 525

M. musculus QGADCITPGLYAMVGAAACLGGVTRMTVSLVVIMFELTGGLEY[IVPLMAAAMTSH
D. rerio PGADCITPGLYAMVGATACLGGVTRMTVSLVVIMFELTGGLEY|IVPLMAATMTSK

S. Cereviceae SGPSVITPGAYAFLGAAATLSGITNLTLTVVVIMFELTGAFMY[IIPLMIVVAITRIILST 550
E. coli = ————- LEAGTFAIAGMGALLAASIRAPLTGIILVLEMTDNYQUILPMIITGLGATLLAQF 438
Conservation A L I T R S R 0 S ks . :
B P693L
ASH domain

H. sapiens DKIEDILVLHLDRGKDYFLTISGNYLPSCFGTSLEALCRMKRP[REVPVTKLIDLEEDSF 710
Mutant DKIEDILVLHLDRGKDYFLTISGNYLPSCFGTSLEALCRMKRLIREVPVTKLIDLEEDSF 710
M. musculus DKIEDILVLHLDRGKDYFLTIGGNYLPSCFGTSLEALCRMKRPI[REVPVTKLIDLEEDSY 709
X. tropicalis DKIEDILVLHLDRGKDYFLTISGSYLVSCFGTSLEALCRMKRP[REIPVTKLIDLGEDSF 737
C. elegans GQLQEILVLHLENGRDYFIPITAVYNNSCFGSTLEKLLSMR-PKKEVNLIDFGDFSENSL 593
Conservation . ::::*diidd: oo ok Rk pRR R

Figure 2. Multiple alignments of CIC-5 (A) and OCRL1 (B) protein sequences with a subset of
vertebrate orthologs. The vertical arrow indicates the position of the altered amino acid residue.
Residues conserved at this position are remarked with a rectangle. The a-helices J, K, P and Q of
CIC-5 and the ASH domain of the OCRL1 protein are indicated. An asterisk indicates positions that
have a single, fully conserved residue. A colon denotes conservation between groups of strongly
similar properties. A period indicates conservation between groups of weakly similar properties. No
symbol means no conservation.

OCRL variant p.(P693L) is located between the ASH and the RhoGap homology
domains in the OCRL1 protein, disturbing a residue conserved through evolution and
probably affecting protein function (Figure 2). Analysis with MutPredSplice, SPARN and
HSF showed no potential effect on pre-mRNA processing (Table S2). VarSome ACMG
classified the p.(P693L) variant as of uncertain significance (Table 52). OCRL variants
¢.1056+1G>A and ¢.1467-1G>A are both splice-site mutations. HSF analysis predicts the
inactivation of the donor splice site of intron 11 and the inactivation of the acceptor splice
site of intron 14, respectively, matching with SpliceAl predictions (Table S2). In both cases,
SPARN analysis predicts a decreased expression of transcripts carrying the corresponding
exon (Table S2).

3.2. Selection of CLCN5 Missense Variant from Databases for Their Potential Effect on
pre-mRNA Splicing

We selected 63 CLCN5 missense variants from the literature [49] that were located
less than 70 nucleotides from the donor or acceptor splice sites (Table S3). From these,
only 12 variants showed potential effects on pre-mRNA splicing with at least two of the
three bioinformatics tools described in Materials and Methods (Table S3). The selected
variants were: ¢.193G>A; p.(G65R) in exon 3, ¢.731C>T; p.(S244L), c.781G>A; p.(G261R) and
¢.800A>C; p.(E267A) in exon 7, ¢.1384G>A; p.(G462S), c.1511T>A; p.(M504K), c¢.1516G>A;
p-(G506R), ¢.1517G>A; p.(G506E) and ¢.1534G>C; p.(G512R) in exon 9, ¢.1535G>A; p.(G512D),
c.1537G>A; p.(G513R) and ¢.1639T>C; p.(W547R) in exon 10. Analysis of these variants
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with bioinformatics tools SIFT, PolyPhen2 and MutPred2 predict amino acid substitutions
that affect the function of the CIC-5 protein (Table S4). According to VarSome, these changes
are likely pathogenic, except p.(G65R), which was classified as of uncertain significance.
Predictions at the mRNA level for these variants included the generation of new donor or
acceptor splice sites, the inactivation of a donor splice site and the generation or inactivation
of ESS or ESE sites (Table S4).

3.3. Functional Analysis of Variants
3.3.1. Minigene Analysis of CLCN5 Variants

We tested the effect on pre-mRNA splicing of the twelve variants selected using a
minigene system. In this analysis, we also included presumed missense variant ¢.1641G>T;
p(W547C), identified in exon 10 of one of our patients, which was predicted to affect
protein function and pre-mRNA splicing (Table S2). Figure 3 shows the organization of
each construction. We observed RT-PCR products with the expected size in each control
construction carrying the WT sequences (Figure 4). Only three of the twelve variants
analyzed (c.1535G>A, ¢.1537G>A and ¢.1641G>T) showed RT-PCR products different from
the WT (Figure 4).

+8
-13 €7310T
pETO01ex3 €.193G>A pETO1ex7 :.75%»\

-
|_. LTR 5 |_> mo >,
174 bp

17abp

Poly A tail
AAAAA

Xhol BamHI Xhol BamHI

a7 +1
CA3GA e11ToA €1535G>A

+
€.1537G>A
+:

pETO1ex9 pET01ex10,11 s
LTR |_> LTR 5 66bp !
Poly A tail m Poly A tail
AAAAA — g AAAARA
174bp 399 bp 217 bp ‘3—
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Figure 3. Schematic representation of minigene constructions. CLCN5 exons are flanked by pET01
exons 1 (5" end) and 2 (3’ end) followed by a polyadenylation site (poly A tail). Red lines indicate the
locations of mutations introduced by site-direct mutagenesis. The sizes of CLCN5 and pET01 exons
are indicated. Numbers in red indicate the positions of mutations with respect to acceptor (+) or
donor (-) sites. Restriction sites for Xhol, BamHI and Xbal are also shown. LTR, long terminal repeat
promoter of the Rous Sarcoma Virus.

Variants ¢.1535G>A, ¢.1537G>A and ¢.1641G>T Alter pre-mRNA Splicing of CLCN5

CLCNS variant ¢.1535G>A; p.(G512D) (Table S3 and Figure 3) changes the first nu-
cleotide of exon 10 (tgcagGTGGGG; the nucleotide affected by the variants appears in
bold letter, and the AG motif of the acceptor splice site in intron 9 is underlined. Intronic
and exonic sequences are in small and capital letters, respectively, throughout the text).
MutPredSplice and CADD-splice predictions indicated that c.1535G>A alters the acceptor
splice site (Table S4). However, analysis with NNsplice showed that the acceptor splice
site score changes very slightly (0.99 to 0.98), and SpliceAI does not predict any changes
(Table S4). To investigate the effect of this variant, we created a minigene containing exons
10 and 11 and their flanking intronic sequences (pET01ex10-11) (Figure 3). The WT and
mutant minigenes were transfected separately into HEK293T and COS?7 cells, and RT-PCR
analysis was performed. The results revealed a different band pattern in the electrophoresis
in the WT and mutant minigene. The WT construction generated the expected splicing
product with a size of 850 bp, whereas the mutant minigene generated two splicing prod-
ucts: a faint band of 850 bp, consistent with the WT transcript; and a band of approximately
450 bp (Figure 4D). Direct sequencing showed that the smaller product lacked exon 10 and
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corresponded to the pET01 exons 5" and 3’ (Figure 5). Analysis with the HSF tool showed
that ¢.1535G>A creates several overlapping splicing silencer motifs, including one Sironi
motif 1 (gcagATGG), two Sironi motif 2 (agATGGG and gATGGGG) and one hnRNPA1
binding site (§ATGGG) (Figure S1, Table S5). ¢.1535G>A also generates two FAS-hex3
hexamers gATGGG and ATGGGG [65]. The binding of splicing repressors to these sites
could inhibit the recognition of the acceptor splice site by the splicing machinery, causing
exon 10 skipping.
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Figure 4. Representative agarose gels showing the results of the RT-PCR analysis of spliced transcripts
expressed from CLCN5 minigenes containing WT and mutant exons. None of the mutations located
in exons 3, 7 and 9 showed altered mRNA products (A-C). (D) Mutations in exons 10 (c.1535G>A,
¢.1537G>A and ¢.1641G>T) generated mRNA products of the same size as the WT together with
altered products.

Variant ¢.1537G>A; p.(G513R), identified in one of our patients (Tables 1 and S2), is
located at position +3 of exon 10 (tgcagGTAGGG). Analysis with MutPredSplice, CADD-
splice and SpliceAl suggested that it could alter CLCN5 pre-mRNA splicing (Tables S3 and S4).
NNSplice analysis showed the same score for the acceptor splice site with and without the
mutation (0.99). To investigate the consequences of ¢.1537G>A in pre-mRNA splicing, we
used the minigene containing exons 10 and 11 (Figure 3). The WT and mutant minigenes
were transfected separately into HEK293T and COS?7 cells, and the mRNA products were
examined by RT-PCR. Direct sequencing showed that the mutant minigene generated a
450 bp product corresponding to the skipping of exon 10 and a band of approximately
850 bp corresponding to the WT product (Figures 4D and 5). Two additional bands of
approximately 700 bp and 750 bp were observed (Figure 4D), but we were unable to
separate them for sequence analysis. HSF showed the presence in the mutant sequence
of overlapping ESS motifs, including a Sironi motif 2 (GTAGGGT) and an hnRNPA1
binding site (TAGGGTG) (Figure S1 and Table S5). Additionally, this region contains three
overlapping FAS-hex3 hexamers (GGTAGG, TAGGGT and AGGGTG) not present in the
WT sequence [65]. Binding of splicing repressors to these sites could explain exon 10
skipping in our minigene system.



\nexo I - Publicaciones | 229

Biomedicines 2023, 11, 3082

11 0f 20

A
¢.1535G>A; p.(G512D)

pETO1 5’ CLCN5 exon 11

¢.1537G>A; p.(G513R)

TLEnnnnnn et bnpnunanbinlnl
IAGGACCCACAAGAAAATG CTCGAAAGA A
2558 250 325

L

pETO1 5’ CLCNS exon 11

¢.1641G>T; p.(W547C)

[ A il .
G AG GAG CCACAAG T TGGCACAAG TGS A

WT Exon 10-11

o EB-GEo
¢.1535G>A; p.(G512D)

WT Exon 10-11

K

¢.1537G>A; p.(G513R)

WT Exon 10-11

K

‘ ¢.1641G>T; p.(W547C)

| =SB E@es=

pETO15’ pETO1 3’

Figure 5. (A) DNA sequencing of the altered RT-PCR products from exon 10-11 constructions with
mutations ¢.1535G>A; p.(G512D), c.1537G>A; p.(G513R) and ¢.1541G>T; p.(W547C) (B) Schematic
representation of pre-mRNA splicing in WT and mutant minigenes of exon 10-11 construction. Red
arrowheads indicate the location of the variant.

Variant c.1641G>T; p.(W547C), also found in one of our patients, is located in position
+107 from the 5" end of exon 10 (Table S2). Analysis of the mutant sequence with CADD-
splice suggested an effect on pre-mRNA splicing, but SpliceAl predicted no changes in
the splice sites (Table S2). As expected, this variant did not change the NNSplice score of
the WT acceptor splice site (0.99). Analysis with the HSF tool identified the presence of
three Sironi motifs 2 (AGTGTGT, TGTGTGG and TGTGGCA) (Figure S1 and Table S5).
Overlapping these motifs is a FAS-hex3 ESS hexamer (GTGTGG) [66]. RT-PCR analysis of
the mutant minigene and direct sequencing revealed one band corresponding to the WT
transcript and a smaller band of 240 bp in size, corresponding to the junction of the two
PpETO01 exons (Figure 4D). Therefore, variant ¢.1641G>T causes the skipping of exons 10 and
11 in our minigene system (Figure 5), probably by the binding of a splicing repressor to the
ESS motifs. Interestingly, HSF analysis of variant ¢.1639T>C; p.(W547R), located in position
+105 from the acceptor site and only two nucleotides apart from c.1641G>T; p.(W547C), did
not predict the generation of any ESS and did not show an aberrant pre-mRNA splicing in
our minigene system (Table S4, Figure 4D).

Variants in Exons 3, 7 and 9 of CLCN5 Did Not Alter pre-mRNA Splicing

Using the minigene assay, we also studied one variant in exon 3, ¢.193G>A; p.(G65R),
located at position —13 with respect to the donor site of intron 3; three variants in exon 7,
c.731C>T; p.(5244L), located at position +8 with respect to the acceptor site of intron 6,
c.781G>A; p.(G261R), located at position —24 with respect to the donor splice site of intron 7
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and ¢.800A>C; p.(E267A), located at position —5 with respect to the donor site of intron 7;
and five variants in exon 9, ¢.1384G>A; p.(G462S), located at position +37 with respect to the
acceptor splice site of intron 8, c.1511T>A; p.(M504K), located at position -24 with respect to
the donor splice site of intron 9, ¢.1516G>A; p.(G506R), located at position —19 with respect
to the donor splice site of intron 9, ¢.1517G>A; p.(G506E), located at position —18 with
respect to the donor splice site of intron 9, and ¢.1534G>C; p.(G512R), located at position —1
with respect to the donor splice site of intron 9 (Figure 3). Bioinformatics analysis of these
variants suggested potential alterations in pre-mRNA splicing (Table S3). Variant ¢.193G>A;
p-(G65R) generated a new acceptor site in exon 3 according to HSF (Table S3), but Splice Al
predicted no changes in the splice sites (Table S4). The three variants located in exon 7
predicted the generation of ESSs and the abolition of ESEs according to HSE, a reduction in
the number of transcripts according to SPANR, and a donor site gain in variant ¢.781G>A;
(p.G261R) according to SpliceAl (Table S3 and S4). According to MutPredSplice and CADD-
Splice, exon 9 variants c.1384G>A; p.(G462S), c.1511T>A; p.(M504K), ¢.1516G>A; p.(G506R)
and ¢.1534G>C; p.(G512R) disrupted pre-mRNA splicing (Tables S2 and S4). Variants
¢.1517G>A; p.(G506E), ¢.1384G>A; p.(G462S) and ¢.1511T>A; p.(M504K) were predicted by
HSF to generate ESSs (Table S3 and S4). According to SpliceAl, none of them alter the splice
sites (Table S4). However, the results of the minigene analysis and sequencing showed that
none of these variants affected pre-mRNA splicing (Figure 4).

3.3.2. Minigene Analysis of OCRL Variants

Two OCRL intronic variants, ¢.1056+1G>A and c.1467-1G>A, were identified in pa-
tients from our DD cohort. Both variants affect one nucleotide at the canonical splice site
of the respective donor or acceptor sites (Figure 6). Bioinformatics analyses predicted
pre-mRNA alterations for both variants (Table S2).

1 pETO1ex15 -1
€.1056+1G>A €.1467-1G>A
5
66 bp me_=, 66 bp "
m Poly A tail Poly A tail
AAAAA AAAAA
117 bp 188 bp | T 174 bp | 136 bp *3—
Xbal Xhol Xbal

Figure 6. Schematic representation of minigenes constructed with expression vector pET01 and OCRL
WT sequences. The constructions are flanked by exon 1 of pET01 in the 5’ end and by exon 2 of pET01
in the 3 end, followed by a polyadenylation site (poly A tail). The location of mutations introduced
by side-direct mutagenesis is indicated. The size of OCRL and pET01 5’ and 3’ exons are indicated.
Numbers in red indicate the localization of mutations respect to donor (+) or acceptor (-) intronic
sites. Restriction sites for Xhol and Xbal are also shown. LTR, long terminal repeat promoter of the
Rous Sarcoma Virus.

OCRL Variant ¢.1056+1G>A Results in the Skipping of Exon 11

Bioinformatics analysis with NNSplice and HSF predicted that variant c.1056+1G>A
inactivates the canonical donor splice site dinucleotide (GU) of intron 11 (Figure 6, Table S2).
According to NNSplice, the score of the WT donor splice site of intron 11 is 0.99, while the
mutant score goes down 0.00. To determine the effect of this variant, we created minigenes
containing WT and mutant sequences of exons 11 and 12. The WT and mutant minigenes
were transfected separately into COS7 and HEK293T cells. RT-PCR results showed that
the WT minigene produced a band of 545 bp corresponding to exons 11 and 12, and the
mutant construction produced a unique smaller band of 420 bp consistent with skipping of
exon 11 (Figure 7A,C). Direct sequencing analysis of the RT-PCR products confirmed these
results (Figure 7B).
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Figure 7. (A) Representative agarose gel showing the results of the RT-PCR analysis of spliced tran-
scripts expressed from OCRL minigenes containing WT and mutant exons. (B) DNA sequencing of
the altered RT-PCR products from exon 11-12 and exon 15 constructions with mutations ¢.1056+1G>A
and c.1467-1G>A. (C) Schematic representation of pre-mRNA splicing in WT and mutant construc-
tions. Exon 11 and the first 20 nucleotides of exon 15 are missing due to mutations ¢.1056+1G>A and
¢.1467-1G>A, respectively. Red arrowheads indicate the location of the variant.

OCRL Variant ¢.1467-1G>A Results in Incorporation of a Truncated Exon 15 in the mRNA

Variant ¢.1467-1G>A was predicted by the HSF tool to inactivate the conserved dinu-
cleotide (AG) at the canonical acceptor splice site of intron 14 (Figure 6, Table S2). Accord-
ingly, the NNsplice scores for the WT and mutant sites were 0.92 and 0.00, respectively.
To investigate the effect of this variant, we created a minigene harbouring exon 15 and its
flanking intronic sequences. The results of the RT-PCR analysis showed a unique product of
350 bp in the mutant minigene and a larger band of 370 bp in the WT minigene (Figure 7A).
Sequencing analysis of these products confirmed that the smaller fragment matches the
incorporation of a truncated exon 15 missing 20 nucleotides from the 5 end, and that the
product from the WT minigene corresponds to the correctly spliced exons (Figure 7B,C).
HSF analysis predicted the presence of a cryptic acceptor splice site located 18 nucleotides
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downstream from the beginning of exon 15 (GTTCCAGCCTGG). The use of this site by the
splicing machinery would explain the incorporation of the truncated exon 15 in the mRNA.

4. Discussion

We report the identification of six new exonic variants in CLCN5 associated with DD1
(three presumed missense variants and three small deletions) and two novel canonical
splice site variants in OCRL associated with DD2 and the functional effects on pre-mRNA
splicing of three of these variants and 12 variants previously identified in DD patients.
Bioinformatics predictions of the novel variants identified in our study indicate that they are
all pathogenic (Table S2). CLCN5 missense variants p.(W547C), p.(Y534N) and p.(G326R)
and OCRL missense variant p.(P693L) affect conserved amino acid residues of the cor-
responding proteins. Two other variants in codon 547, p.(W547R) and p.(W547G) have
been previously identified in patients with DD1 [67,68], indicating that this tryptophan
residue is important for the proper functioning of the CIC-5 protein. On the other hand, we
have previously shown that variant p.(W547G) increases the expression of CLCN5 mRNA
isoform lacking exons 10 and 11 in the patient’s lymphocytes [68]. In the present study, we
showed that variant p.(W547C) also has a similar effect (discussed below). Furthermore,
expression studies in oocytes have shown that p.(W547G) reduces significantly CIC-5 cur-
rents [69]. These data suggest that variant p.(W547C) is pathogenic. Nevertheless, further
studies are needed to assess the effect of the new missense variants identified in our study
on the activity of the CIC-5 protein. The three small CLCN5 deletions identified result in
frameshifts and generation of premature stop codons, which could lead to complete loss of
protein expression due to nonsense-mediated mRNA decay (NMD) [70].

OCRL missense variant p.(R318C), identified in one of our patients, affects the
5-phosphatase domain of OCRL1. This variant is a recurrent variant that has been de-
scribed in at least 13 unrelated families with DD2 from different countries. Another
variant affecting the same codon, p.(R318H), has been described in six unrelated DD2
families. Codon 318 is considered as a mutational hot spot in the OCRL gene [30]. The ma-
jority of reported DD2 and Lowe syndrome missense variants map in the 5-phosphatase
domain of the OCRL1 protein [30,71]. Gianesello and col. studied the distribution of
DD2 causing variants in relation to extra-renal symptoms and found that patients with
variants in the 5-phosphatase domain presented mainly with muscular involvement, cen-
tral nervous system (CNS) symptoms and rarely with ocular defects [30]. The majority
of patients carrying variant p.(R318C) did not present any extra-renal symptoms; only
seven presented mild CNS and/or muscular alterations, and only two presented ocular
defects [30]. Accordingly, our patient carrying p.(R318C) presented renal symptoms
such as LMWP, hypercalciuria and nephrocalcinosis, and did not show any extra-renal
alteration. On the other hand, missense variant p.(P693L) is one of the few DD2 causing
variants that is located in the ASH-RhoGap module [30,62]. Ocular symptoms are very
rare in DD2 cases, and, when present, they are more frequently related to variants in the
ASH and Rho-GAP domains. In addition, one third of variants located in this region
cause CNS alterations [30]. In accordance with these observations, our patient carrying
variant p.(P693L) showed congenital cataracts and developmental delay, together with
renal symptoms like LMWP and hypercalciuria.

Alteration of the pre-mRNA splicing process by intronic or exonic variants is a well-
established cause of disease [32-34]. More recently, it has become evident that exonic
variants that affect this process are more prevalent than previously predicted [72]. In order
to improve the genetic diagnosis and the design of new therapeutic strategies for hereditary
diseases, it is necessary to evaluate the biological and clinical consequences of presumed
splicing variants [73]. Bioinformatics tools that predict splicing defects can be used initially
as supplementary evidence for genetic diagnosis. Nevertheless, functional assays using
RNA from patients or minigenes are required to evaluate the pathogenicity of a gene
variant [61]. A recent functional study of intronic CLCN5 variants, located near the exons’
ends (3 to 17 nucleotides), using a minigene assay, has shown that five of these variants
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produce altered mRNAs and concluded that they are pathogenic [74]. For instance, variant
¢.393+4A>G, close to the donor splice site of intron 4, results in exon 4 skipping, and variant
c.517-3C>A, close to the acceptor splice site of intron 5, induces both exon 6 skipping
and partial deletions of exon 6. These studies are also necessary for variants that affect
canonical dinucleotide of the splice sites, which are usually considered pathogenic since
they result in complete absence of the protein due to NMD of the altered transcript [70].
RNA samples from patients’ tissues are generally problematic to obtain, and minigene
assays are a practical alternative [75]. Therefore, we used here the minigene system we
have successfully employed in previous studies [76-80].

CLCNS5 exonic variants ¢.1535G>A [67] and ¢.1537G>A [68], located close to the 5’ end
of exon 10 (positions +1 and +3, respectively), do not change the NNSplice score of the
acceptor splice site, however, we found that both variants generate different overlapping
ESS motifs. ESSs seem to function by interacting with splicing repressors, which are RNA-
binding proteins of the heterogeneous nuclear ribonucleoprotein (hnRNP) family (such as
hnRNPA1) [36,81]. These ribonucleoproteins contain RNA-binding domains for binding to
the nascent pre-mRNA and an inhibitory domain involved in protein—protein interactions.
It has been proposed that hnRNPs cover a region in the exon and compete with splicing
enhancers, blocking their binding [81,82]. We suggest that binding of repressors to the
ESSs generated by variants ¢.1535G>A and ¢.1537G>A could prevent the recognition by
the splicing machinery of the canonical acceptor site, inducing the skipping of exon 10.
Interestingly, variant c.1641G>T, located 107 nucleotides from the 5’ end of exon 10, also
generates several overlapping ESS motifs, but it results in skipping of not only exon
10 but also exon 11. We have shown before, using RNA from a patient’s lymphocytes,
that variant c.1639T>G, which is located in the same codon as ¢.1641G>T, increases the
expression of the mRNA isoform lacking exons 10 and 11 [68]. This variant ¢.1639T>G also
generates several overlapping ESSs in the same region (Figure S1). Tosetto and col. have
previously identified a different variant but in the same nucleotide, ¢.1639T>C, in another
DD1 patient [67]. Remarkably, this variant does not generate ESSs and does not alter pre-
mRNA splicing (Figure 4D). From these results, we conclude that binding of repressor(s)
to ESSs in this region could displace positive regulatory proteins or other spicing factors,
resulting in the skipping of exons 10 and 11. Further studies will be needed to understand
the mechanism that leads to the simultaneous skipping of both exons induced by variants
c.1639T>G and c.1641G>T.

The results of our studies showed that minigenes containing variants c.1535G>A;
p-(G512D), ¢.1537G>A; p.(G513R) and ¢.1641G>T; p.(W547C) produce a residual amount of
transcripts containing exons 10 and 11. Therefore, we suggest that these exonic variants
act at the protein and RNA levels, causing both altered pre-mRNA splicing and the corre-
sponding amino acid change. The same assumption would apply to the previously studied
variant ¢.1639T>G; p.(W547G) [68]. Protein expression and electrophysiological studies
have shown that this variant yields reduced surface expression of the CIC-5 mutant protein
and drastically reduced currents at the plasma membrane [69]. All these results exemplify
how different molecular mechanisms concur to establish the pathogenicity of a variant.

The absence of exon 10 in the spliced mRNA of variants ¢.1535G>A and ¢.1537G>A
would lead to an aberrant joining of exons 9 and 11 without changes in the ORF. If the
mutant CIC-5 protein were expressed, it would lack 133 amino acids (amino acid residues
512 to 645), including part of x-helix O, a-helices P, Q and R, and the CBS1 domain [12]. On
the other hand, skipping of exons 10 and 11 induced by variant c.1641G>T would result in
the joining of exons 9 and 12 with a change in the ORF and the generation of a stop codon
13 amino acids downstream (the new sequence would be: Gly-Asp-Cys-Leu-Glu-Ser-Leu-
Pro-Lys-Arg-Met-Cys-STOP). The mutant CIC-5 protein, if expressed, would lack the last
230 amino acids including part of helix O, helices P, Q, and R, and both CBS1 and CBS2
domains located at the cytoplasmic carboxy terminus of the CIC-5 protein. However, this
altered mRNA would probably be degraded by NMD.
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OCRL variants ¢.1056+1G>A and ¢.1467-1G>A are canonical splice site variants that
inactivate a donor splice site and an acceptor splice site, respectively. The consensus donor
and acceptor splice sites of the pre-mRNAs contain highly conserved dinucleotides (GU,
GT in the DNA, and AG) located at the beginning and the end of each intron, respectively,
and that are critical for splicing [35]. The results of our functional studies with minigenes
indicated that both OCRL variants lead to drastic changes in the respective transcripts.
Variant ¢.1056+1G>A results in exon 11 skipping, and the joining of exons 10 and 12 does
not change in the open reading frame. Therefore, the altered transcript would probably
encode a non-functional OCRL1 protein lacking 39 amino acids (residues 315 to 352) in
the middle of the phosphatase domain. On the other hand, variant ¢.1467-1G>A results
in the incorporation of an exon 15 missing 20 nucleotides of the 5 end, which involves a
change in the open reading frame. The altered transcript would encode a non-functional
OCRLI1 protein lacking part of the phosphatase domain and the ASH and RhoGAP-like
domains. In both cases, there is complete absence of the wild-type mRNA. Conversely,
presumed missense variant ¢.2078C>T; p.(P693L) was considered as a variant with no effect
on pre-mRNA splicing and, therefore, was not included in the minigene analysis. This
very rare variant affects a proline residue conserved during evolution, which is located
between the ASH and RhoGAP-like domains, and was predicted to affect the function of
the OCRL1 protein. These two domains form a single folding module that regulates the
majority of the protein—protein interactions currently described [28]. However, functional
studies will be required to determine the consequences of this variant on OCRL1 activity.
We have previously shown that three presumed missense variants of OCRL cause changes
in pre-mRNA splicing. One of these variants, ¢.741G>T; p.(W247C), creates splicing silencer
sequences (ESS) and disturbs splicing enhancer sequences (ESEs), resulting in skipping of
exon 9, whereas the other two variants ¢.2581G>A; p.(A861T) and ¢.2581G>C; p.(A861P),
which affect the last nucleotide of exon 23, inactivate the donor splice site, resulting in exon
skipping [78]. Similarly, transcript analysis by quantitative PCR of another three OCRL
variants, involving the last nucleotide of exons 9, 14 and 23, has shown that they affect
pre-mRNA splicing [83].

5. Conclusions

We characterized the clinical and genetic characteristics of a cohort of DD patients and
expanded the genetic spectrum of the disease. Using bioinformatics tools and functional
analysis with a minigene system, we described the alterations of three presumed CLCN5
missense variants and two splice-site OCRL variants on the splicing of pre-mRNA. Two
of the CLCN5 variants, which are close to the 5’ end of exon 10, generate overlapping ESS
sites that could prevent recognition of the acceptor splice site, causing exon 10 skipping.
The results of our study also showed that a presumed CLCN5 missense variant located in
exon 10 more than one hundred nucleotides away from a splice site results in skipping
of both exons 10 and 11, probably through generation of ESS motifs. Furthermore, our
results highlight the importance of performing functional studies to characterize the effect
of canonical splice site variants on pre-mRNA splicing. Our study indicates that splicing
disruption contributes to the pathogenicity of a variant in DD. The characterization of the
effects of variants on pre-mRNA splicing will be very useful for the diagnosis of the disease
and for the design of new therapeutic strategies.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
/ /www.mdpi.com/article/10.3390/biomedicines11113082/s1, Table S1: Primers used in construction
of minigenes and site-directed mutagenesis; Table S2: Bioinformatics analysis of novel CLCN5 and
OCRL mutations identified in our study; Table S3: Bioinformatics analysis of CLCN5 missense
mutations for their potential effect on pre-mRNA splicing; Table S4: Bioinformatics predictions
for CLCN5 missense mutations selected from Table S3; Table S5: Generation of ESSs in CLCN5
exon 10 by mutations ¢.1535G>A, c.1537G>A, c. 1639T>G, c. 1639T>C and c.1641G>T, according
to the bioinformatics tool HSF; Figure S1: Schematic representation of ESSs generation by exon 10
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CLCNS5 mutations ¢.1535G>A, ¢.1537G>A, c. 1639T>G, c. 1639T>C and ¢.1641G>T, according to the
bioinformatics tool HSF.
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Las tubulopatias primarias son enfermedades raras. La mayo-
ria de ellas tienen una herencia autosémica recesiva. La
posibilidad de disponer, en la actualidad, de las técnicas de
biologia molecular ha permitido conocer la causa intima gené-
tica de estas enfermedades y descubrir que esos trastornos
son mas frecuentes en los territorios en los que en el pasado
existié un mayor o menor grado de consanguinidad. Por otra
parte, los desplazamientos poblacionales que son tan antiguos
como la humanidad, son la causa de la difusién de algunas
enfermedades de origen genético. Su conocimiento, permite a
los investigadores perseguir los pasos que han seguido deter-
minadas mutaciones cromosémicas desde el lugar de origen
del “ancestro fundador” hasta otros lugares radicados, muchas
veces, en lugares del planeta muy distantes.

En el presente articulo, revisamos a partir de resultados
propios y ajenos, algunos hallazgos disponibles sobre las
bases moleculares de ciertas tubulopatias y de dos trastor-
nos renales causantes de célculos renales, en relacién con la
endogamia y los desplazamientos poblacionales.

* Autor para correspondencia.
Correo electrénico: vgarcianieto@gmail.com (V.M. Garcia-Nieto).
https://doi.org/10.1016/j.nefro.2019.08.004

La consanguinidad

Las consecuencias de la endogamia son un componente
esencial para la ciencia. Desde los guisantes de Mendel, nume-
rosos hallazgos genéticos se han visto favorecidos por esta
circunstancia. En el dmbito renal, los nefrélogos estamos fami-
liarizados con el sindrome nefrético congénito tipo finlandés
causado por mutaciones en el gen que codifica la nefrina®. Fue
descrito en los afios 70 por nefrélogos de Finlandia?, pafs que
cuenta con una de las mayores tasas de consanguinidad en el
mundo®. Es importante conocer si se ha exagerado acerca del
impacto de la endogamia en la salud humana. Es cierto que en
un matrimonio entre primos hermanos se duplica el riesgo de
una enfermedad recesiva (en torno al 5%) en comparaciéon con
padres no consanguineos (2-3%)°. En la década de 1960, unos
estudios realizados en poblaciones insulares de Japén no mos-
traron ninguna relacién clara entre la endogamia y la salud en
general®. Afios después, se demostrdé que el retraso mental
y puntuaciones mas bajas en pruebas que miden el cociente
intelectual®, eran m4s probables en matrimonios consangui-
neos. Como describiremos a continuacién, en la isla canaria de
la Gomera se ha descrito una mayor frecuencia de dos causas
de célculos que debe estar en relacién con la alta tasa de endo-
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gamia que existi6 en la isla, al menos, hasta el siglo XX. Asi,
la frecuencia de matrimonios entre primos hermanos pudo
alcanzar hasta el 25,8%°.

La Gomera, la «isla de las piedras»

Los hallazgos realizados en los dltimos afios en los habitan-
tes actuales de la isla de La Gomera se han convertido en un
paradigma de las vicisitudes médicas que pueden estar rela-
cionadas con la consanguinidad aunque no todas ellas sean,
probablemente, negativas. Se ha descrito, por un lado, una
mayor frecuencia de una causa grave de litiasis y enferme-
dad renal crénica, la hiperoxaluria tipo 1y, por otro, de una
anomalia metabdlica, la hipercalciuria idiopatica que puede
originar calculos renales y pérdida de masa 6sea en algunos
casos.

La Gomera es una de las islas occidentales canarias y una
de las mas pequenas. Su poblacién actual supera levemente
los 20.000 habitantes. La morfologia insular es abrupta, con
escarpadas montanas volcdnicas, surcada radialmente por
barrancos que surgen desde el centro de la isla, con lo que
es dificil la comunicacién entre las distintas zonas. Esa geo-
grafia especial motivé el desarrollo de una forma especial de
lenguaje sonoro denominado «silbo gomero», de tal trascen-
dencia que fue designado Patrimonio de la Humanidad en 2009.

Desde la ultima década del siglo pasado se habia observado
una mayor frecuencia de hiperoxaluria primaria tipo 1 en la
poblacién adulta de la isla de Tenerife®. Lo mismo se descri-
bi6é més tarde en la poblacién pedidtrica de la isla’. En 2003,
miembros del Servicio de Nefrologia del Hospital Universitario
de Canarias identificaron la mutacién ¢.853T >C (p.1244T) en
la mayoria de los alelos del gen AGXT de pacientes con hipero-
xaluria primaria tipo 1, muchos de los cuales tenian ancestros
en la isla de La Gomera. Aunque la mutacién p.1244T no afec-
taba la actividad de AGXT o su localizacién subcelular, cuando
estaba presente el polimorfismo ¢.32C> T (p.P11L) en la misma
molécula de la proteina, daba lugar a la pérdida de su actividad
enzimatica en extractos de células solubles®. Los resultados
eran compatibles con un efecto fundador, es decir, originado
en un antepasado comun. La herencia de esta enfermedad es
autosémica recesiva.

El caso dela hipercalciuria idiopatica (HI) es diferente. No se
considera una enfermedad sino una «anomalia metabélica» o,
mejor, una caracteristica constitutiva con la que los pacientes
heredarian la disponibilidad de tener en sus células un mayor
numero de receptores de la vitamina D (VDR) que aquellas
personas con calciurias normales. La fisiopatologia de la HI ha
sido resumida en un articulo reciente’.

En la década de los 90 del pasado siglo comprobamos
que en la poblacién pediatrica de la isla de La Gomera exis-
tia una frecuencia muy elevada de HI, una de las mds altas
del mundo (16% frente a 3,8% en el grupo control). La pre-
valencia en distintas poblaciones de la isla era distinta, pero
més elevada en las mas aisladas y peor comunicadas, lo que
podria tener relacién con una mayor frecuencia de endoga-
mia que en las poblaciones mejor comunicadas'’. La hipétesis
que hemos formulado es que los nifios de La Gomera con
HI serian descendientes de los sujetos mas capaces desde el
punto de vista inmunolégico'?, es decir aquellos con mas den-
sidad de VDR, es decir, una forma de «seleccién natural». Por

consiguiente, la insularidad y la alta tasa de consanguinidad
asociada, no serian la causa sino la forma de perpetuar esas
condiciones inmunoldgicas favorecedoras de los sujetos que
sobrevivian. Més detalles al respecto se citan en articulo antes
mencionado®.

Caracteristicas de los pacientes afectos de algunas
tubulopatias diagnosticadas en la isla de Tenerife
(cistinosis, sindrome de Bartter tipo IV, hipomagnesemia
familiar con hipercalciuria y nefrocalcinosis)

La mayoria de los nifios con tubulopatias diagnosticadas en
los hospitales de Tenerife proceden de la isla de La Palma y de
un area concreta del noroeste (NO) de la isla, lo que sugiere
una elevada consanguinidad en esas zonas.

Hasta 2009 no se habia diagnosticado ningin caso de cis-
tinosis en Tenerife. La Unica paciente estudiada procede de la
poblacién de Icod de los Vinos radicada en la zona geografica
antes mencionada'?.

En 1995, Landau et al. describieron cinco nifos perte-
necientes a una extensa familia beduina consanguinea que
estaban afectos de sindrome de Bartter y sordera neurosen-
sorial. Esta asociacién se denominé sindrome de Bartter tipo
V'3, El gen BSND codifica una proteina denominada «barttina»
que se colocaliza con los canales de cloro-Ka (CIC-Ka) y cana-
les de cloro-Kb (CIC-Kb) de las membranas basolaterales de la
rama ascendente gruesa del asa de Henle y en las células de
la stria vascularis del oido interno**.

En 2006, estudiamos en nuestro hospital dos familias de
las que tres y dos miembros, respectivamente, fueron diag-
nosticados de sindrome de Bartter tipo IV. Ambas familias
procedian de la misma zona geografica del NO de la isla (Icod
de los Vinos). En una de las dos familias, la abuela paterna de la
madre de dos pacientes y la abuela paterna de la madre de un
tercer paciente eran hermanas. Los miembros de ambas fami-
lias negaban que estuvieran relacionadas entre si. El analisis
de la secuencia del gen BSND mostré que todos los miem-
bros afectos eran homocigotos para una transicién Ca T en el
exén 1, mientras que sus padres eran heterocigotos. Esta alte-
racién da como resultado una mutacién de cambio de sentido,
c.139G>A (p.G47R), de la que previamente se habia demos-
trado que elimina su efecto favorecedor sobre la subunidad
barttina del canal CIC-Kb*°.

La hipomagnesemia familiar con hipercalciuria y nefrocal-
cinosis (HFHN) es la tnica tubulopatia conocida en la que las
proteinas anémalas funcionan en el espacio paracelular. En
1999, Simon et al. describieron la existencia de una proteina,
la paracelina-1, que es necesaria para la reabsorcién tubular
paracelular de magnesio. Esta proteina esta localizada en las
zonas de unién estrechas (tight junction), es decir, las estructu-
ras intercelulares que permiten un contacto intimo entre las
células epiteliales adyacentes. Esos autores establecieron que
mutaciones en el gen PCLN-1 que codifica la paracelina-1, eran
las causantes de la HFHN'®. La nueva proteina pasé a deno-
minarse, mas tarde, claudina-16 (gen CLDN16). Més tarde, se
observé que existian pacientes con HFHN que no tenian muta-
ciones en el gen CLDN16. Por otro lado, se habia constatado
que esta tubulopatia era muy frecuente en Espana. De hecho
sunombre definitivo procede de una publicacién realizada por
Manuel Praga et al. en 1995". Cesar Loris, nefrélogo pediatrico
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del Hospital Infantil Universitario Miguel Servet de Zaragoza
comprobd, junto con sus colaboradores, que en los pacientes
espanoles, la frecuencia de alteraciones oculares era inusita-
damente elevada (81% frente a 24% en pacientes procedentes
de otros paises)'®. En este sentido, fue llamativo el hecho de
que los pacientes espanoles con HFHN, excepto muy pocos,
no tuvieran mutaciones en dicho gen19. En 2006, se resolvid
la cuestioén puesto que se identificaron otros pacientes con
HFHN que eran portadores de mutaciones en el gen CLDN19,
otro miembro de la familia multigénica de las claudinas. Esos
ninos padecian hipomagnesemia, enfermedad renal crénica
(en muchos casos, precoz) y anomalias oculares graves?’. Dos
anos después, Hou et al. demostraron que ambas claudinas
actian de forma sinérgica a través de una interaccién hete-
romérica que establece el medio ambiente electrofisiolégico
necesario en las zonas de unién estrechas para obtener un
mecanismo selectivo de la reabsorcién de cationes en la rama
gruesa ascendente del asa de Henle’!. Como se verd mas
adelante, la mayoria de los pacientes espanoles con HFHN
son portadores de la misma mutacién en el gen CLDN19.
En cambio, solo conocemos la existencia de tres pacientes
espafoles con una mutacién en el gen CLDN16. Uno de ellos,
procede de otra poblacién del NO de Tenerife (San José de los
Llanos)??.

La acidosis tubular renal distal, el rey Carlos II y la ATRd
tropical

De Carlos II, Gltimo rey espaiiol de la dinastia espanola de
los Habsburgo (1516-1700), se ha publicado que podria pade-
cer enfermedades tan dispares como panhipopituitarismo y
progeria, sindrome de Klinefelter, acromegalia o sindrome X
fragil. Mas seguro es que tuviera convulsiones y que contra-
jera paludismo. Contaba con una escasa musculatura y, hasta
los seis afos, no pudo andar ni tenerse practicamente en pie.
Tenia una gran cabeza, que se ha achacado a que padecia
hidrocefalia. Sufrié crisis epilépticas que se exacerbaron hacia
el final de su vida. Sobre su actividad en sus ultimos afios se
escribié que «es tan grande su debilidad que no puede per-
manecer més de una o dos horas fuera de la cama. Cuando
sube o baja de la carroza siempre hay que ayudarle»?*. En
2009, Gonzalo Alvarez et al., de la Universidad de Santiago
de Compostela, interesaron a la comunidad cientifica con sus
conclusiones sobre las enfermedades que podria haber pade-
cido el desdichado monarca. Esos autores calcularon que el
coeficiente de endogamia (F) del rey era 0,254, es decir un
nivel de endogamia mayor que lo que ocurriria al hijo de
dos hermanos (F=0,25), lo que implica que mds de la cuarta
parte del ADN era idéntico en ambos alelos?*. Por supuesto,
ello era debido a la nefasta politica de matrimonios consan-
guineos propia de la dinastia reinante en Espafia durante
los siglos XVI y XVIIL Alvarez y sus colaboradores comuni-
caron que Carlos II podria ser portador simultdneamente de
dos trastornos genéticos determinados por alelos recesivos,
a saber, una deficiencia combinada de hormona hipofisaria y
una acidosis tubular renal distal (ATRd). Segin esos autores,
en Carlos II «su debilidad muscular a una edad temprana, el
raquitismo, la hematuria y su cabeza grande en relacién con
el tamano de su cuerpo» podrian atribuirse a este trastorno
genético, la ATRA?*. En la necropsia real se observé que «no

tenia el cadaver ni una gota de sangre, el corazén aparece
del tamano de un grano de pimienta; los pulmones corroi-
dos; los intestinos putrefactos y gangrenados; en el rifién tres
grandes célculos, un solo testiculo, negro como el carbén, y la
cabeza llena de agua». Por supuesto, que es muy dificil saber
con certeza las dolencias reales, pero no parece probable que
padeciera una ATRd. Es conocido que la hipopotasemia pro-
pia de esta enfermedad puede causar una tetraparesia, pero
una hipotonia muscular crénica puede tener otras muchas
causas como la distrofia muscular tipo Becker, por ejemplo.
Es verdad que el rey era de talla baja?® pero en su historia
clinica de la que se conserva muchos datos, no consta que
tuviera una sintomatologia caracteristica de la ATRd que no
habria pasado desapercibida a sus coetaneos, especialmente,
los embajadores europeos que informaban cumplidamente de
las dolencias reales a sus respectivos paises. Nos referimos a
la poliuria y polidipsia. Es verdad que tenia tres célculos en la
vejiga al fallecer (uno, en otra versién) pero, también, reveld lo
mismo la necropsia realizada a su padre Felipe IV?3. Por ello, es
mads probable que ambos tuvieran una hipercalciuria idiopa-
tica asociada o no a hipocitraturia que, como hemos recordado
antes, estd también relacionada con la consanguinidad. Se
podria argliir que ambos, padre e hijo, podrian haber pade-
cido la forma autosémica dominante de ATRd pero es muy
improbable porque Felipe IV tenia una talla normal®, algo
que es incompatible con una situacién de acidosis metabdlica
crénica.

Pasando a otra cuestién, la ATRd causada por mutaciones
en el gen SLC4A1 que codifica las isoformas propias de eritro-
citos y rinén del intercambiador de aniones 1 (anion exchanger
1, AE1 o banda 3) tiene una alta prevalencia en algunos paises
tropicales, en particular Tailandia, Malasia, Filipinas y Papua
Nueva Guinea. En este caso, la enfermedad es casi siempre
recesiva y puede ser el resultado de mutaciones homocigotas
o heterocigotas compuestas en el gen SLC4A1. Estas mutacio-
nes pueden causar cambios morfolégicos en los glébulos rojos,
a menudo con un exceso de hemodlisis. En cambio, la ATRd
«clasica» causada por mutaciones en el gen SLC4A1 es mucho
maés rara, casi siempre de herencia autosémica dominante? y
producida por mutaciones que son bastante diferentes de las
encontradas en los trépicos.

Oliver M. Wrong (1925-2012) fue un gran nefrélogo inglés
que dedicé gran parte de su vida al estudio del equilibrio dcido-
base y sus trastornos?®?é, En los ultimos afios de su vida se
dedicé a intentar dilucidar la razén de la alta frecuencia de
ATRd en el Sudeste asiatico. Fruto de ello fue una publica-
cién en la que se sugeria la hipétesis de que los cambios en
los hematies causados por estas mutaciones podian prote-
ger contra la malaria?®. En efecto, desde mediados los afios
70 del pasado siglo, la relacién entre las variantes de eritroci-
tos humanos y la susceptibilidad a la infeccién por malaria ha
sido objeto de un estudio clinico y epidemiolégico intensivo
que se ha prolongado durante varias décadas®. En 1981, se
demostré que los hematies ovalocitos de los melanesios que
habitan en Papua Nueva Guinea son resistentes a la infeccién
por parasitos de la malaria (Plasmodium falciparum). El anélisis
del comportamiento ante la deformacién térmica demostré
que los ovalocitos son méas termoestables que los normoci-
tos, lo que sugeria que existe una diferencia importante en la
estructura del citoesqueleto®’.
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El pueblo romani y la enfermedad de Gitelman

Los estudios de genética molecular han permitido distin-
guir claramente el sindrome de Bartter de una enfermedad
con caracteristicas similares, descrita en 1966 por Gitelman,
Graham y Welt*?. Estos autores publicaron los datos clini-
cos de tres pacientes adultos, dos de ellos hermanos, afectos
de hipopotasemia, hipomagnesemia y alcalosis metabdlica.
Durante muchos anos, los pacientes con estas caracteris-
ticas fueron diagnosticados erréneamente de sindrome de
Bartter del adulto. La presencia de hiperreninemia e hipe-
raldosteronismo, contribuyé a la confusién con el sindrome
de Bartter clasico. En 1996, se estableci6é que la enfermedad
de Gitelman es producida por una alteracién en el trans-
porte de NacCl en el tibulo contorneado distal debido a la
existencia de mutaciones en el gen SLC12A3 que codifica el
cotransportador de NaCl sensible a tiazidas (thiazide-sensitive
Na*-Cl~ cotransporter, NCC), que se localiza en el lado luminal
de las células del tibulo contorneado distal inicial®*.

El pueblo romani es una comunidad itinerante con una
genética particular. Se cree que procede de la India y que
alrededor del afio 500 EC se establecieron en los Balcanes y
se dispersaron por Bulgaria y otros paises europeos. Aunque
es dificil estimar el grado de endogamia de las comunidades
romanies se han descubierto més de nueve mutaciones que
parecen ser especificas de sus miembros®. Es lo que ocurre
con la enfermedad de Gitelman. La mutacién c.1180+1G>T
que consiste en la sustitucién de guanina por timina en la
posiciéon 1 del intrén 9 del gen SLC12A3, es una mutaciéon
Unica y exclusiva de la etnia romani. Ha sido estudiada por
el Grupo de Nefrologia Pediatrica y el Laboratorio de Biolo-
gia Molecular del Hospital Universitario Central de Asturias
(Dres. Coto y Santos). Se ha sugerido que constituiria una
mutacién de origen antiguo extendida por toda Europa en este
grupo étnico*. Recientemente, este mismo grupo ha iden-
tificado una segunda mutacién fundadora del gen SLC12A3,
€.1939G >A, en pacientes gitanos que no presentan la variante
€.1180+1G>T*. Esta nueva mutacién supone el cambio de
valina por metionina en el residuo 647 de la proteina NCC.

Los movimientos poblacionales y algunos de
los hallazgos observados en pacientes con
varias tubulopatias (fig. 1)

Sindrome de Bartter con sordera

La creacién del Grupo RenalTube, con el objetivo de
mejorar el conocimiento de las tubulopatias primarias,
ha permitido estudiar el ADN de pacientes con tubu-
lopatias que proceden de fuera de Espafia®® (ver portal
http://www.renaltube.com/es/). Ello ha permitido demostrar,
por ejemplo, que la mutacién G47R observada en los pacien-
tes de Tenerife con sindrome de Bartter con sordera' es la
misma que estaba presente en dos pacientes de Venezuela®
y en uno de Brasil. Es conocida la alta tasa de emigracién de
jovenes canarios a Venezuela («la octava isla») durante la pri-
mera mitad del siglo XX, especialmente, en los afos dificiles
que sucedieron a la Guerra Civil espaiiola.

Hipomagnesemia familiar con hipercalciuria y
nefrocalcinosis. Claudina 16

Otro caso es el de un paciente procedente de la selva de
Perti que habia sido diagnosticado de HFHN. El andlisis del
gen CLDN16 que, como se ha indicado codifica la claudina 16,
detecté la mutacién p.R149Q en homocigosis. Esta mutacién
solo se habia detectado en heterocigosis en un paciente de
Japén®®. Es preciso recordar que a finales del siglo XIX tuvo
lugar una emigracién de ciudadanos japoneses al Perd para
trabajar en el area agricola.

Desde el siglo XV existié mucha presencia portuguesa en
Canarias. Lanzarote no podia ser la excepcién. Durante la pri-
mera mitad del siglo XV, Portugal pugné con Castilla por la
posesién de esa isla. De hecho, el portugués Antdo Gongalves
fue Gobernador y Capitan General de Lanzarote los afios 1448y
1449%°. M4s adelante, los portugueses, excluidos de las Indias
como extranjeros y admitidos sin trabas en Canarias, suplie-
ron en esas islas la falta de brazos castellanos*® aunque, a
veces, la causa de su llegada era mas concreta, a saber, huian
de la Inquisicién®'. En los siglos siguientes y en las escasas
circunstancias en las que la capacidad agricola de la isla era
buena gracias a las lluvias, a los lanzarotefios que regresaban
de «practicar el nomadismo» por otras islas canarias, se unian
personas procedentes de otras latitudes. Asi, se sabe que en
1640 1legaron unos 200 lusos a Lanzarote merced, sobre todo, al
intercambio comercial que existia entre Lanzarote y Madeira.
Por todo lo expresado, no es de extranar que nuestro Grupo
haya detectado la mutacién p.(G162V) en el gen CLDN16 de
dos pacientes hermanos de Lanzarote con HFHN que ya han
sido trasplantados y que esta mutacién fuera identificada en
primer lugar en un paciente portugués®?.

Hipomagnesemia familiar con hipercalciuria y
nefrocalcinosis. Claudina 19

Con respecto al otro gen implicado en la HFHN, el CLDN19,
en el estudio original de Konrad et al. ya mencionado, se
incluian siete pacientes espanoles pertenecientes a distin-
tas familias a los que se les detectdé una misma mutacién en
homocigosis, p.G20D (c.59G>A) a la que denominaron muta-
cién espanola/hispanica®’. Esos autores sugirieron que p.G20D
es una mutacién fundadora. Vargas-Poussou et al. publica-
ron un estudio en el que describieron otros dos pacientes
espanoles no relacionados y 13 franceses, pertenecientes a
12 familias, con la mutacién p.G20D, la mayoria en homo-
cigosis. Las familias que provenian del suroeste de Francia
eran de origen espanol. Los datos obtenidos mediante un ana-
lisis de microsatélites en estas familias fueron consistentes
con un efecto fundador®®. Posteriormente, nuestro grupo ha
publicado los resultados del estudio de una cohorte espafiola
compuesta por 34 pacientes con HFHN, 20 nifias y 14 nifios,
miembros de 30 familias aparentemente no relacionadas*.
Los datos clinicos de estos pacientes mostraron un alto riesgo
de progresién hacia la enfermedad renal crénica terminal (62%
con deterioro de la funcién renal y 20% trasplantados), que
concuerda con lo observado en la serie de los pacientes france-
ses. Nuestros resultados también estan de acuerdo con los del
grupo francés en cuanto al alto porcentaje, 88% y 91% respec-
tivamente, de pacientes con anomalias oculares graves como
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Figura 1 - Desplazamientos poblacionales y pasos que han seguido los sujetos portadores de ciertas mutaciones causantes
de algunas tubulopatias descritas en el texto. La mutacién G47R que causa el sindrome de Bartter se ha descrito en el NO de
la isla de Tenerife, asi como en Venezuela y Brasil (flechas de color rojo). La mutacién p.R149Q descrita en el gen CLDN16
que codifica la claudina 16 se ha descrito tanto en Japén como en Perd; en el mismo gen, la mutacién p.G162V se ha
descrito tanto en Portugal como en la isla de Lanzarote (flecha de color verde). En el gen CLDN19 se ha descrito la mutacién
P-G20D que estd presente en la mayoria de los pacientes esparioles con hipomagnesemia familiar con hipercalciuria y
nefrocalcinosis y en pacientes franceses del suroeste de Francia de origen espaiiol (flecha de color naranja). En la poblacién
de origen romani se ha descrito la mutacién ¢.1180 + 1G>T exclusiva de este grupo étnico, que origina la enfermedad de
Gitelman (flechas de color azul claro). La mutacién p.T125M observada en el gen SLC2A9 se ha identificado en pacientes
espaiioles con hipouricemia tubular renal y en uno de origen sefardi radicado en Israel (flecha de color violeta). El color de
esta figura solo puede apreciarse en la version electrénica del articulo.

miopia magna, nistagmo y coloboma. En contraste, los nueve
pacientes con mutaciones en el gen CLDN16 estudiados por el
grupo francés, la mayoria de los cuales provenian del norte de
Africa, no tenian anomalias oculares. El analisis de mutacio-
nes en nuestra cohorte mostré que todos los pacientes tienen
mutaciones en el gen CLDN19. La mutacién p.G20D se detectd
en el 93% de los pacientes no relacionados y estaba presente
en homocigosis en el 83% de los casos**.

Hipouricemia tubular renal

En 1950, Praetorius y Kirk describieron el caso de un paciente
con una hipouricemia llamativa (0,3 mg/dl) en el que el acla-
ramiento de acido Urico era superior al de creatinina. Esto
hecho, hizo asumir que el rifién de dicho individuo secre-
taba 4cido trico. Fue el primer caso descrito de hipouricemia
tubular renal®. El transportador URAT1 que reabsorbe el urato
filtrado fue identificado por Enomoto et al. en 2002%°. Esta
localizado en la membrana apical de las células del tibulo pro-
ximal y es codificado por el gen SLC22A12. La salida del acido
arico hacia el espacio peritubular se realiza mediante trans-
portadores basolaterales. En 2003, Jutabna et al. identificaron
un nuevo transportador de iones orgdnicos voltaje sensible,
transportador de glucosa 9 (GLUT9), que facilita la salida de
urato de la célula?’ (fig. 2). Es codificado por el gen SLC2A9. En
un estudio reciente, nuestro Grupo ha estudiado 10 pacien-
tes con mutaciones en SLC22A12%¢. Dos mutaciones asociadas
con hipouricemia renal, c.1400C >T (p.T467 M) y ¢.1245_1253de

(p.L415-G417del), son muy frecuentes en la poblacién romani
de la Peninsula Ibérica, lo que sugiere una incidencia alta de
esta tubulopatia en esa poblacién*®*°. Ademas, cuatro pacien-
tes eran portadores de la mutacién p.T125M en SLC2A9. Esta
mutacién se identificé inicialmente en un paciente de ori-
gen sefardi radicado en Israel*®. La expulsién de los judios de
Espana fue ordenada en 1492 por los Reyes Catélicos. Como
algunos judios equiparaban Espafa con la Sefarad biblica, reci-
bieron el nombre de sefardies, quienes, ademas de su religién,
mantuvieron muchas de sus costumbres espafolas y, particu-
larmente, conservaron sulengua que deriva del castellano que
se hablaba en el siglo XV.

Conceptos clave

Las tubulopatias se definen como alteraciones clinicas en las
que existe una disfuncién tubular especifica con afectacién
escasa o nula de la funcién glomerular.

Se trata de enfermedades hereditarias raras que son causa-
das por alteraciones en genes que se expresan distintas partes
de la nefrona.

La mayoria de estas enfermedades tienen un patrén de
herencia autosémico recesivo, y suelen ser mas frecuentes
en zonas aisladas geograficamente o con un mayor grado de
consanguinidad.

Los desplazamientos poblacionales son la causa de la difu-
sién de algunas de estas enfermedades. El conocimiento de
estos desplazamientos permite a los investigadores perseguir
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Figura 2 - Esquema de la nefrona en el que se muestran los
segmentos del tiibulo donde se expresan los genes
mencionados en el texto. Los genes SLC22A12 y SLC2A9 que
codifican los transportadores de acido tirico URAT1 y GLUT9
respectivamente, se expresan en el tiibulo proximal renal.
Los genes CLDN16 y CLDN19 que codifican las claudinas 16
y 19 respectivamente, se expresan en las zonas de unién
estrechas de la rama gruesa ascendente del asa de Henle.
El gen BSND que codifica la barttina se expresa en este
ultimo segmento tubular aunque, también, en las células
de la stria vascularis del oido interno. El gen SLC12A3 que
codifica el cotransportador de NaCl sensible a tiazidas se
expresa en las células del tibulo contorneado distal. El gen
SLC4A1 codifica las isoformas del intercambiador de
aniones 1 (AE1) propias de eritrocitos y rifién. En ese tltimo
caso, la proteina se localiza en el ducto colector renal.

los pasos que han seguido determinadas mutaciones desde el
origen del «ancestro fundador» hasta otros lugares del planeta
muy distantes.

Financiacién

Nuestros estudios fueron financiados por el Instituto de Salud
Carlos III - Subdireccién General de Evaluacién y Fomento de
la Investigacién (P111/00342, P114/00760, y PI117/00153) y por el
Fondo Europeo de Desarrollo Regional «Una manera de hacer
Europa». No ha existido ningtin tipo de participacion por parte
de estas instituciones en la realizacién de la investigacién ni
la preparacién del manuscrito.

Conflicto de intereses

Los autores declaran no tener ningin conflicto de intereses.

BIBLIOGRAFTA

1. Kestild M, Lenkkeri U, Mdnnikko M, Lamerdin J, McCready P,
Putaala H, et al. Positionally cloned gene for a novel

7.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

glomerular protein -nephrin- is mutated in congenital
nephrotic syndrome. Mol Cell. 1998;1:575-82.

. Hallman N, Norio R, Kouvalainen K. Main features of the

congenital nephritic syndrome. Acta Paediatr Scand.
1967;Suppl172:75-8.

. Rutherford A. Breve historia de todos los que han vivido. E1

relato de nuestros genes, ed. esp. Barcelona: Pasado y
presente. 2017.

. Fareed M, Afzal M. Estimating the inbreeding depression on

cognitive behavior: a population based study of child cohort.
PLoS One. 2014;9:e109585.

. Perera Lépez J. La toponimia de La Gomera. Un estudio sobre

los nombres de lugar, las voces indigenas y los nombres de
plantas, animales y hongos de La Gomera. San Sebastian de
La Gomera: Asociacién Insular de Desarrollo Rural. 2005.

. Lorenzo V, Torres A, Hernandez D, Posada J, Suria S, Getino M,

et al. Evolucién de la enfermedad 6sea en pacientes con
hiperoxaluria primaria en hemodialisis. Nefrologia.
1990;1:53-60.

Parodis Lépez Y, Papoyan R, Inglés Torres E, Luis Yanes MI,
Salido E, Sablén Gonzdlez N, et al. Hiperoxaluria primaria tipo
1 Evolucién a largo plazo de los portadores de la mutacién
1244T asociada al polimorfismo P11L en el gen AGTX.
NefroPlus. 2017;9:72-6.

. Santana A, Salido E, Torres A, Shapiro LJ. Primary

hyperoxaluria type 1 in the Canary Islands: a conformational
disease due to 1244T mutation in the P11L-containing
alanine:glyoxylate aminotransferase. Proc Natl Acad Sci USA.
2003;100:7277-82.

. Garcia Nieto VM, Luis Yanes MI, Tejera Carrefo P, Pérez

Suarez G, Moraleda Mesa T. La hipercalciuria idiopatica
revisada ;Anomalia metabdlica o enfermedad? Nefrologia.
2019 (en prensa).

Melian JS, Garcia Nieto V, Sosa AM. Herencia y prevalencia de
hipercalciuria en la poblacién infantil de la isla de La Gomera.
Nefrologia. 2000;20:510-26.

Garcia-Nieto V, Claverie-Martin F. Urolithiasis, idiopathic
hypercalciuria and insularity. Pediatr Nephrol. 2006;21:1331-2.
Pérez Baena L, Luis Yanes MI, Garcia Nieto V, Higueras M,
Martin Conde L, Armas Rodriguez A. Cistinosis. Primer caso
diagnosticado en Tenerife. Can Pediatr. 2009;33:162.

Landau D, Shalev H, Ohaly M, Carmi R. Infantile variant of
Bartter syndrome and sensorineural deafness: A new
autosomal recessive disorder. Am ] Med Genet. 1995;59:454-9.
Estévez R, Boettger T, Stein V, Birkenhéger R, Otto E,
Hildebrandt F, et al. Barttin is a Cl- channel g-subunit crucial
for renal Cl~ reabsorption and inner ear K* secretion. Nature.
2001;414:558-61.

Garcia-Nieto V, Flores C, Luis-Yanes MI, Gallego E, Villar J,
Claverie-Martin F. Mutation G47R in the BSND gene causes
Bartter syndrome with deafness in two Spanish families.
Pediatr Nephrol. 2006;21:643-8.

Simon DB, Lu Y, Choate KA, Veldzquez H, Al-Sabban E, Praga
M, et al. Paracellin-1, a renal tight junction protein required
for paracellula Mg? resorption. Science. 1999;285:103-6.

Praga M, Vara J, Gonzalez-Parra E, Andrés A, Alamo C, Araque
A, et al. Familial hypomagnesemia with hypercalciuria and
nephrocalcinosis. Kidney Int. 1995;47:1419-25.

Loris C, Martin de Vicente C, Abio S, Justa ML, Ferrer C.
Hipomagnesemia familiar con hipercalciuria y
nefrocalcinosis y asociacién con alteraciones oculares. An
Pediatr (Barc). 2004;61:502-8.

Garcia Nieto V, Gonzalez Acosta H, Vega Hernandez MC, Luis
Yanes MI, Espinosa L, Claverie Martin F. Familial
hypomagnesemia with hypercalciuria and nephrocalcinosis
non associated to mutations in gene CLDN16. Pediatr
Nephrol. 2007;22:1069.

Hou J, Renigunta A, Konrad M, Gomes AS, Schneeberger EE,
Paul DL, et al. Mutations in the tight-junction gene claudin 19



Anexo Il - Publicaciones | 247

132

NEFROLOGIA 2020;40(2):126-132

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

(CLDN 19) are associated with renal magnesium wasting,
renal failure and severe ocular involvement. Am ] Hum Genet.
2006;79:949-57.

Hou J, Renigunta A, Konrad M, Gomes AS, Schneeberger EE,
Paul DL, et al. Claudin-16 and claudin-19 interact and form a
cation selective tight junction complex. J Clin Invest.
2008;118:619-28.

Miiller D, Kausalya J, Claverie-Martin F, Meij IC, Eggert P,
Garcia-Nieto V, et al. A novel claudin 16 mutation associated
with childhood hipercalciuria abolished binding to ZO-I and
results in lysosomal mistargeting. Am ] Hum Genet.
2003;73:1293-301.

Gargantilla P. Enfermedades de los reyes de Espana. Los
Austrias. De la locura de Juana a la impotencia de Carlos II el
Hechizado. Madrid: La esfera de los libros; 2005.

Alvarez G, Ceballos FC, Quinteiro C. The role of inbreeding in
the extinction of a European royal dynasty. PLoS One.
2009;4:e5174.

Karet FE, Gainza FJ, Gyéry AZ, Unwin R], Wrong O, Tanner M,
et al. Mutations in the chloride-bicarbonate exchanger gene
AE1 cause autosomal dominant but not autosomal recessive
distal renal tubular acidosis. Proc Natl Acad Sci U S A.
1998;95:6337-42.

Wrong O, Davies HEF. The excretion of acid in renal disease. Q
] Med. 1959;28:259-313.

Poy RK, Wrong O. The urinary pCO; in renal disease. Clin Sci.
1960;19:631-9.

Walsh SB, Shirley DG, Wrong OM, Unwin RJ. Urinary
acidification assessed by simultaneous furosemide and
fludrocortisone treatment: an alternative to ammonium
chloride. Kidney Int. 2007;71:1310-6.

Khositseth S, Bruce L], Walsh SB, Bawazir WM, Ogle GD,
Unwin RJ, et al. Tropical distal renal tubular acidosis: clinical
and epidemiological studies in 78 patients. Q ] Med.
2012;105:861-77.

Luzzatto L. Genetics of red cells and susceptibility to malaria.
Blood. 1979;54:961-76.

Kidson C, Lamont G, Saul A, Nurse GT. Ovalocytic
erythrocytes from Melanesians are resistant to invasion by
malaria parasites in culture. Proc Natl Acad Sci U S A. 1981;78:
5829-32.

Gitelman HJ, Graham JB, Welt LG. A new familial disorder
characterized by hypokalemia and hypomagnesemia. Trans
Assoc Am Physicians. 1996;79:221-35.

Simon DB, Nelson-Williams C, Bia MJ, Ellison D, Karet FE,
Molina AM, et al. A new SLC12A3 founder mutation
(p.Val647Met) in Gitelman’s syndrome patients of Roma
ancestry. Nat Genet. 1996;12:24-30.

Coto E, Rodriguez J, Jeck N, Alvarez V, Stone R, Loris C, et al. A
new SLC12A3 founder mutation (p.Val647Met) in Gitelman'’s
syndrome patients of Roma ancestry. Kidney Int. 2004;65:
25-9.

Gil-Pena H, Coto E, Santos F, Espino M, Cea Crespo JM,
Chantzopoulos G et al, Renaltube Group. Nefrologia.
2017;37:423-8.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

Mejia N, Santos F, Claverie-Martin F, Garcia-Nieto V, Ariceta G,
Castano L. RenalTube group RenalTube: a network tool for
clinical and genetic diagnosis of primary tubulopathies. Eur J
Pediatr. 2013;172:775-80.

Revilla N, Maldonado N, Garcia-Nieto V, Claverie-Martin F.
Mutacién G47R en el gen SBSN causa sindrome de Bartter con
sordera en dos hermanas venezolanas. Archivos Venezolanos
de Puericultura y Pediatria. 2009;72:135-8.

Tajima T, Nakae J, Fujieda K. Two heterozygous mutations of
CLDN16 in a Japanese patient with FHHNC. Pediatr Nephrol.
2003;18:1280-2.

Bonnet Suarez SF. Antdo Gongalves Gobernador y Capitan
General de Lanzarote 1448-1449. M Can. 1948:32.

Pérez Vidal J. Esbozo de un estudio de la influencia
portuguesa en la cultura tradicional canaria. Homenaje a
Elias Serra Rafols. Universidad de La Laguna. 1970.

Ronquillo Rubio M. Los origenes de la Inquisicién en
Canarias, 1488-1526. Las Palmas: Ediciones del Cabildo
Insular de Gran Canaria; 1991. p. 288.

Blanchard A, Jeunemaitre X, Coudol P, Dechaux M, Froissart
M, May A, et al. Paracellin-1 is critical for magnesium and
calcium reabsorption in the human thick ascending limb of
Henle. Kidney Int. 2001;59:2206-15.

Godron A, Harambat J, Boccio V, Mensire A, May A, Rigothier
C, et al. Familial hypomagnesemia with hypercalciuria and
nephrocalcinosis: phenotype-genotype correlation and
outcome in 32 patients with CLDN16 or CLDN19 mutations.
Clin ] Am Soc Nephrol. 2012;7:801-9.

. Claverie-Martin F, Garcia-Nieto V, Loris C, Ariceta G, Nadal I,

Espinosa L, et al. Claudin-19 mutations and clinical
phenotype in Spanish patients with familial
hypomagnesemia with hypercalciuria and nephrocalcinosis.
PLoS One. 2013;8:e53151.

Praetorius E, Kir KJE. Hypouricemia: with evidence for tubular
elimination of uric acid. ] Lab Clin Med. 1950;35:865-8.
Enomoto A, Kimura H, Chairoungdua A, Shigeta Y, Jutabha P,
Cha SH, et al. Molecular identification of a renal urate anion
exchanger that regulates blood urate levels. Nature.
2002;417:447-52.

Jutabha P, Kanai Y, Hosoyamada M, Chairoungdua A, Kim DK,
Iribe Y, et al. Identification of a novel voltage-driven organic
anion transporter present at apical membrane of renal
proximal tubule. ] Biol Chem. 2003;278:27930-8.
Claverie-Martin F, Trujillo-Suarez ], Gonzalez-Acosta H,
Aparicio C, Justa Roldan ML, Stiburkova B, et al. URAT1 and
GLUT9 mutations in Spanish patients with renal
hypouricemia. Clin Chim Acta. 2018;481:83-9.

Stiburkova B, Gabrikova D, éepek P, Simek P, Kristian P,
Cordoba-Lanus Eet al. Prevalence of URAT1 allelic variants in
the Roma population. Nucleosides Nucleotides Nucleic Acids.
2016;35:529-35.

Dinour D, Gray NK, Ganon L, Knox AJ, Shalev H, Sela BA, et al.
Two novel homozygous SLC2A9 mutations cause renal
hypouricemia type 2. Nephrol Dial Transplant.
2012;27:1035-41.















Universidad
de La Laguna



