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Introduccion

La enfermedad de Niemann Pick tipo C (NP-C, MIM#257220 y MIM#607625) es una enfermedad
rara, con una prevalencia estimada de 1/89.229 nacimientos. Se trata de una enfermedad de
depdsito lisosomal, en la que, a causa de un déficit del transporte desde el lisosoma al exterior,
este se acumula, provocando la disfuncion de este orgdnulo y de las vias metabdlicas en las que

esta implicado.

En el aspecto clinico la enfermedad de NP-C provoca alteraciones a tres niveles, sistémico,
neurolégico y psiquidtrico, siendo las manifestaciones mas comunes las visceromegalias, ataxia
y la paralisis de la mirada vertical. Su clasificacidon se basa en el momento de aparicién de la
sintomatologia neuroldgica definiendo 5 grupos: 1.- Perinatal, 2.- Infantil precoz, 3.- infantil

tardia, 4.- Juvenil, 5.- Adolescente/Adulta.

Los genes responsables de la enfermedad son NPC1 y NPC2, que codifican las proteinas
lisosomales que se ocupan del transporte intracelular del colesterol. EI gen NPC1
(MIM#607623), alterado en el 95% de los casos diagnosticados, es un gen de gran tamafio con
una gran variabilidad polimérfica. Se han descrito mas de 700 variantes en el gen, siendo 453
causales de la enfermedad de Niemann Pick tipo C. El gen NCP2 (MIM#601015), tiene un tamafio
mucho menor, y sélo se ha asociado a enfermedad en un 4% de los casos. La mayoria de
variantes patogénicas detectadas afectan Unicamente a un familia, habiéndose descrito sélo 27

asociadas a la enfermedad.

La fisiopatologia de la enfermedad es consecuencia del defecto en las proteinas NPC1 y NPC2,
la primera se localiza en la membrana del lisosomay la segunda es una pequefia proteina soluble
que se localiza en el lumen de este orgdnulo. La principal funcién de ambas es transportar el
colesterol fuera del lisosoma, cuando este es recibido por la proteina NPC2 esta se lo transfiere

a NPC1, que se encuentra inmovilizada en la membrana y actla transfiriéndolo a su destino.

El algoritmo diagndstico de la enfermedad se inicia con la sospecha clinica de la misma, a
continuacién se analizan biomarcadores plasmaticos sugestivos de enfermedad de depdsito
lisosomal y en funcién del resultado de estos se procede a la secuenciacién de los genes
responsables. En funcién de los hallazgos que se obtengan se confirma o desmiente la sospecha
0 sera necesario realizar pruebas complementarias (ampliar el estudio molecular o realizar

tinciones para detectar el colesterol acumulado) para intentar llegar a un diagndstico definitivo.



La enfermedad de NP-C no tiene un tratamiento curativo, actualmente el Unico que estd
aprobado por la Agencia del Medicamento es el Miglustat, un inhibidor de la sintesis de
glicoesfingolipidos que evita su acimulo y por lo tanto mejora la sintomatologia. Ademas gracias
a su pequefio tamafio puede atravesar la barrera hematoencefdlica teniendo efecto también a

nivel de sintomatologia neuroldgica.

Hipétesis

La dificultad que plantea el diagndstico de la enfermedad de Niemann-Pick C induce a Ila
busqueda de indicadores diagndsticos a tres niveles: técnicas simplificadas de cribado, andlisis
de los mejores biomarcadores y profundizar en el estudio genético. Estas mejoras permitirian la

identificacion precoz de pacientes con riesgo de desarrollar dafio neuroldgico irreversible.

Objetivos

Los objetivos del presente trabajo se han dividido en dos grandes bloques:

El “Bloque 01: Estudios para detectar la enfermedad” consta de dos objetivos: 1.- Desarrollar un
nuevo sistema de cribado para mejorar la deteccidn de pacientes; y 2.- Evaluar la eficacia de la

determinacidon combinada de marcadores subrogados de enfermedad de depdsito lisosomal.

El “Bloque 02: Estudio genético de la enfermedad” tiene tres objetivos: 1.- Caracterizar los genes
responsables de la enfermedad de Niemann Pick tipo C en la poblacién espafiola; 2.- Asignar un
efecto a algunas variantes patogénicas no descritas previamente o cuyo significado se
desconoce; y 3.- Evaluar otros factores que pueden estar influyendo en la regulacién del gen

NPC1 y por lo tanto en el desarrollo de la enfermedad.

Material y métodos

Para cumplir con los objetivos propuestos se analizaron tres grupos poblacionales, a los que se
les realizé el estudio diagndstico de la enfermedad de NP-C a partir de sangre total recibida en

el laboratorio en un plazo méaximo de 24h tras la extraccion.

El primer grupo, utilizado para cumplir el objetivo 1, estaba compuesto por 121 individuos, 18

afectos de EDLs (NP-C o DLAL) y 103 controles a los que se les realizd un test de resistencia



osmotica eritrocitaria, a 73 de ellos (10 afectados y 63 controles) se les realizo la determinacion

de concentracién de colesterol en la membrana eritrocitaria.

El segundo grupo constaba de 180 individuos remitidos como sospecha de NP-C no relacionados
entre ellos a los que se les realizé el estudio diagndstico completo (cdlculo del NPC-SI,
determinacidon de biomarcadores y caracterizacion de los genes NPC1 y NPC2 mediante
secuenciacion Sanger) siempre que fue posible. Ademas, segun la disponibilidad de muestray la
necesidad de ampliar el estudio, se realizé la secuenciacion del cDNA del gen NPC1 y se
cuantifico su expresion mediante RT-qPCR . Este grupo se utilizé para estudiar los objetivos 2, 3

y 4.

Finalmente, a un pequefio grupo de 11 individuos portadores de una variante patogénica o de
significado incierto en heterocigosidad, clinica sugestiva de NP-C y al menos un biomarcador
alterado, se le realizd la secuenciacién del exoma completo con la finalidad de identificar nuevos
genes que pudieran asociarse a la enfermedad de NP-C o variantes que justificaran la presencia
de sintomatologia en sujetos heterocigotos. Asi mismo, a un subgrupo de este se le analizd la
secuencia del miR33a, asociado a la regulacién del gen NPC1 para valorar la integridad de la

misma. Con estos estudios se daba por desarrollado el objetivo 5 propuesto en este trabajo.

Resultados y Discusion

Respecto al primer objetivo, el grupo analizado estaba formado por 103 controles, 12 afectados
de DLAL y 6 afectados de NP-C. El test de resistencia osmatica eritrocitaria (ROE) mostrd un
incremento estadisticamente significativo en la resistencia a la rotura en el grupo de afectos
(incluyendo las dos patologias) respecto al grupo control. Esta diferencia se maximizaba a una
concentracién de solucidn salina del 0,49% obteniendo un p-valor mediante el test U de Mann-

Whitney de 0,00 y un area bajo la curva de 0,84.

A pesar de que el test nos permitia diferenciar afectos de las EDL estudiadas, de la poblacién
general, no permitia identificar cual de las dos patologias incluidas era la que presentaba el

sujeto.

La cuantificacién de la concentracion de colesterol en membrana eritrocitaria se realizé a un
grupo control y a un grupo de afectos que incluia NP-C y DLAL en la misma proporcién, pero no

se observaron diferencias significativas entre los grupos, por lo que no podemos considerar que



el incremento en la resistencia de la membrana se deba a una alteracidon en la concentracion de

colesterol de la misma.

Respecto a la evaluacidn de la utilidad de biomarcadores plasmaticos para valorar la enfermedad
de NP-C, se partid de un total de 180 individuos con sospecha de NP-C. De 148 de ellos se
disponia de informacion clinica lo que nos permitid validar la herramienta de sospecha clinica

NPC-SI), obteniendo una muy baja especificidad para la misma (48%).
( ), y baja esp p (48%)

A 165 individuos se les pudo realizar la evaluacidon de los tres biomarcadores plasmaticos
incluidos en el trabajo (quitotriosidasa, quimiocina CCL18/PARC y 7-cetocolesterol). En primer
lugar se establecié un punto de corte para separar afectos y controles para cada uno de los
biomarcadores, estableciendo unos niveles de sensibilidad y especificidad minimos del 100% y
del 80% respectivamente. Posteriormente, se evalud la capacidad de discriminacién utilizando
los tres marcadores simultaneamente, llegando a identificar a los afectados de enfermedad de

NP-C con una sensibilidad del 100% y una especificidad del 98%.

Ninguno de los marcadores analizados son especificos de la enfermedad de NP-C, por lo que, a
pesar de mostrar una clara indicacién de enfermedad no aseguran el diagndstico, pudiendo

encontrarse los tres marcadores elevados en otras patologias de depdsito como DLALy NP-A/B.

Respecto a la evaluacidn clinica de los individuos incluidos en el estudio, las manifestaciones
mas frecuentes fueron la ataxia (55,8%) y la demencia (33,7%). Pero si nos centramos en lo
observado en los pacientes afectados, estas manifestaciones afectarian al 40%, siendo mas

frecuente la esplenomegalia.

Se ha realizado un estudio para detectar los predictores bioinformdticos con mayor eficiencia
para el estudio de los genes NPC1 y NPC2, analizando un conjunto de variantes cuyo efecto se
conocia previamente mediante 15 algoritmos diferentes si su localizacidn era exénica o 10 si se
situaba en regién intrénica, obteniendo los mejores resultados con MutPredl en las
sustituciones en regidn exdnica que afectan a la secuencia aminoacidica y Human Splicing Finder

si la variante se localiza en el intrén alterando la secuencia candnica de ayuste.

Se analizaron mediante secuenciacidon Sanger los genes asociados a la enfermedad en 180
individuos con sintomatologia de NP-C. De estos, 15 se clasificaron como afectados de la
enfermedad al finalizar el presente trabajo: 10 eran portadores de dos variantes patogénicas, 2

presentaban deleciones no descritas previamente y que tras este trabajo se han considerado



patogénicas y, 3 eran portadores de una variante patogénica y otra no descrita hasta el
momento que también ha podido asociarse a patogenicidad. Todas estas variantes se
encuentran en el gen NPC1, ya que en el gen NPC2 solamente se observd en una regidn intrdnica

una variante no patogénica segun los predictores bioinformaticos.

En el gen NPC1 se han observado tres variantes de efecto neutral o benigno que no se habian
descrito previamente en poblacidn ibérica, aumentando este valor hasta seis si solamente
consideramos las variantes incluidas en la base de datos de poblacidn espafiola realizada por el
Centro de Investigacidon en Red de Enfermedades Raras (CIBERER). Respecto a las variantes
asociadas a patogenicidad, de las 453 variantes registradas en la base de datos HGMD (The
human gene mutation database), solamente 23 se han observado en nuestra poblacion, ademas
una de ellas presentaba una frecuencia superior al 1%, siendo mucho mayor a la frecuencia
observada en la variante causal mas frecuente en poblacidon europea segun la literatura o en el

registro de variantes asociadas a NP-C de la Universidad de Tibingen (Alemania).

En este trabajo se han detectado cinco variantes de significado incierto y 19 no descritas
previamente. Del total de variantes observadas tres de ellas se han podido reclasificar como
variantes causales de enfermedad, teniendo en consideracion los datos clinicos de los pacientes
y el resultado de los predictores bioinformaticos, asi como el estudio conservacional de la

secuencia de la proteina y las alteraciones estructurales que la variante causa en la misma.

Finalmente, y buscando una posible explicacién al porcentaje de casos de enfermedad de NP-C
en el que no se encuentran las variantes genéticas causales, se realizé el estudio del exoma
completo de 11 individuos con sintomatologia clinica, una variante causal o de efecto
desconocido en heterocigosidad y al menos, un marcador plasmatico elevado. Tres de estos
individuos formaban parte de las 180 sospechas analizadas y presentaban una marcada
elevacién de los tres biomarcadores en combinacidn con una variante asociada a patogenicidad
en heterocigosidad. En primer lugar se buscaron variantes causales de otras patologias cuya
sintomatologia pudiera corresponderse con la presentada por cada uno de los individuos, de
este modo cuatro casos pudieron ser diagnosticados de otras patologias (NP-A/B, esferocitosis
hereditaria, SANDO y paraplejia espdstica. En los siete casos restantes no se observaron
variantes genéticas que pudiesen asociarse a otras patologias, pero tampoco se observaron
variantes genéticas comunes entre los pacientes, que pudiesen asociarse a enfermedad de NP-

C ni analizandolos todos en un unico bloque ni agrupandolos en base a las manifestaciones



clinicas que presentaban. Los resultados de este estudio nos muestran la elevada complejidad

del diagndstico de esta enfermedad y la importancia de una correcta orientacidn clinica.

Para comprobar si existia una afectacién en la regulacién del gen NPC1 causada por una
alteracion en la secuencia del miR33a se analizé la misma mediante secuenciacién Sanger,
observando dos variantes en un Unico paciente que no mostrd una alteracién en la expresion
del gen NPC1 por lo que no podemos considerar que las variantes detectadas tengan efecto

sobre la capacidad regulatoria de miR33a.

Con lo expuesto en este resumen consideramos que se ha dado respuesta los 5 objetivos
propuestos, presentando un nuevo sistema de cribado y la eficacia de la combinacién del estudio
de marcadores plasmaticos, asi como exponiendo las peculiaridades que presentan los genes
NPC1 y NPC2 en nuestra poblacion respecto lo previamente publicado, evaluando el efecto de
variantes no descritas hasta el momento y estudiando otros mecanismos por los que la
expresion del gen NPC1 pudiese estar alterada para justificar la presencia de sintomatologia

clinica en ausencia de variantes genéticas asociadas a la enfermedad.
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INTRODUCCION

2.1 ANTECEDENTES HISTORICOS

El término enfermedad de Niemann Pick (NP) empezé a utilizarse a raiz de los trabajos
publicados por el pediatra Albert Niemann y el anatomopatdélogo Ludwig Pick en 1914 y 1927
respectivamente. Estos trabajos junto al de Klenk de 1934 en el que describia la esfingomielina
como el principal depédsito lisosomal, definieron la enfermedad de NP como un grupo

heterogéneo de afectaciones debidas a una sobrecarga lisosomal [1].

La publicacidn de Crocker y Farber en 1958 que incluia una revision de 18 pacientes, demostré
la gran variabilidad fenotipica que presentaban estos pacientes [1] y permitié que en 1961 se

publicara una clasificacion de la enfermedad en 4 tipos [2]:

e Tipo A: Forma clasica de presentacion en la infancia temprana, mayoritariamente
detectada en poblacion judia. Los sujetos mueren prematuramente (1-2 afios).

e Tipo B: Alta afectacion visceral, pero sin afectacidon neurolédgica que se presenta entre
los 4-13 afios.

e Tipo C: Forma moderada. Presente mayoritariamente en poblacidon no judia. Presenta
menor acumulo lipidico en tejido y menor afectacidn visceral. La edad de defuncién se
sitla en torno a los 4-5 afios.

e Tipo D: Forma “Nueva Escocia”. Presente en poblacidon catélica de esa regién se observa
en la infancia tardia, presenta una afectacidn visceral ligeramente mayor que el tipo Cy

un acumulo lipidico similar. La edad de fallecimiento se sitla entre los 12-20 afios.

Fue el equipo del Dr. Roscoe Brady quien en 1965 describid que la esfingomielinasa es la enzima
responsable de la enfermedad de NP estudiando pacientes con la forma cldsica de la
enfermedad [3], pero en 1980 un estudio que comparaba la recuperaciéon de la actividad
enzimatica en los cuatro grupos de NP detectd que esta se producia en los tipos Ay B (NP-A/B),
pero no en los tipos Cy D [4]. En 1985 un estudio en fibroblastos de 20 pacientes de NP tipo C
(NP-C) detectdé un acumulo de colesterol no esterificado, no observado en los pacientes con
déficit de esfingomielinasa [5] por lo que pasé a considerarse, junto con la tipo D una entidad

diferente a la enfermedad de NP-A/B.

Pasaron siete afos hasta que se pudo identificar la region cromosdémica asociada a la

enfermedad de NP-C, localizdndose en el cromosoma 18 [6], aunque posteriormente, en 1994,
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Steinberg y cols. identificaron un segundo grupo de complementacién, menos frecuente que el
previamente descrito y con una grave afectacidon pulmonar que no se localizaba en esa region
[7]. Aun fueron necesarios unos afios para que, en 1997 el grupo de Eugene Carstea identificara
al gen NPC1 como el responsable del mayor grupo de complementacién para la enfermedad de
NP-C y, ese mismo afio se descubrid que el gen responsable de NP tipo D se localizaba en la
misma region que NPC1 y posteriormente que correspondia a una variante concreta del mismo

gen, por lo que, los tipos Cy D pasaron a considerarse una Unica enfermedad (NP-C) [8,9].

En el afno 2000 el gen HE1, actualmente conocido como NPC2, fue identificado como el
responsable del segundo grupo de complementacién de la enfermedad de NP-C [10,11],

guedando establecida la causa genética de la enfermedad.
2.2 EPIDEMIOLOGIA

La frecuencia de la NP-C no esta bien establecida, dada las dificultades que entrafia el
diagndstico de la misma. Se trata de una enfermedad pan-étnica, a diferencia de lo que se
postulaba cuando se acufio el término en 1961, pero la frecuencia entre poblaciones es diversa.
Las prevalencias publicadas oscilan entre 1/45.454 nacimientos en poblacién portuguesa y

1/211.000 en poblacién australiana [12,13].

Estas frecuencias se cree que pueden estar infraestimadas, ya que existe un fenotipo tardio de
la enfermedad de NP-C que puede presentar una sintomatologia exclusivamente visceral o con
una afectacion neuroldgica muy leve, y cuya incidencia potencial se supone entre 1/19.077 6

1/36.420 individuos [14].

En el momento en que se descubrid el segundo grupo de complementacion de la enfermedad
de NP-C ya se observo que la frecuencia de este era mucho menor. Estudios mediante técnicas
de secuenciacién masiva estiman una frecuencia de 1/92.104 y 1/2.858.998 individuos para los

grupos de complementacién 1y 2 respectivamente [14].
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2.3 MANIFESTACIONES CLINICAS

Los pacientes afectados de enfermedad de NP-C, pueden presentar tres tipos de
manifestaciones: viscerales, neuroldgicas y psiquiatricas. Ademas, los pacientes del segundo
grupo de complementacién (NP-C2) presentan una afectacion grave del sistema respiratorio. La
sintomatologia visceral afecta principalmente a higado, bazo y pulmones, mientras que la
neurolégica muestra mas afectacion musculo-esquelética, visual y a nivel de area faringo-

esofagica. La afectacidn psiquiatrica tiene su origen a nivel cerebral (Figura 2.3.1).

Central

Deterioro cognitivo

Sintomas psicéticos

Trastornos psiquiatricos

Faringe Alteraciones del comportamiento

Disartria
Disfagia
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Figura 2.3.1. Esquema de la sintomatologia mas relevante en la enfermedad de NP

2.3.1 Afectacion sistémica

La sintomatologia visceral suele ser la primera en presentarse, pudiendo ser en forma de

colestasis neonatal temporal, esplenomegalia o hepato-esplenomegalia principalmente [15].

Las formas mas tempranas de la enfermedad suelen manifestarse con ascitis o hydrops fetalis
junto con las organomegalias. Ademas, a causa de estas, es frecuente la trombocitopenia leve.
En cambio, en las formas adultas de la enfermedad de NP-C, estos hallazgos no producen

sintomas y se detectan principalmente en estudios rutinarios [16].
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La afectacidn visceral se manifiesta como esplenomegalia que puede ocurrir de forma aislada o
con hepatomegalia, con un amplio rango de tamafio, existiendo formas donde el aumento del
bazo es practicamente indetectable por palpacién y debe precisarse por técnicas de imagen y
otras donde se puede detectar facilmente por palpacién [17]. La hepatomegalia es menos
frecuente e igualmente inespecifica apareciendo en multiples ocasiones de forma simultanea a
la esplenomegalia [18]. La presencia de estos sintomas no guarda relacién con la afectacion

neurolégica que pueda presentar el paciente.

Segun varios estudios, la enfermedad de NP-C es la segunda causa mas frecuente de colestasis
neonatal, que en la mayoria de los casos se produce por un defecto funcional del higado en el
periodo fetal. [19,20]. Este signo, igual que la ictericia que provoca en estos pacientes, suele
remitir de forma espontdnea, por lo que puede no aparecer en las historias clinicas y por lo
tanto, tener registrada una incidencia infravalorada, pero se considera que podria estar

presente en el 40-50% de los afectos [21].
2.3.1.1 Afectacion pulmonar

El primer caso de afectacidn respiratoria en la enfermedad de NP-C se publicé en 1990 [22] y en
1998 se publicd su asociacién con el segundo grupo de complementacién de la enfermedad de
NP-C [23]. Su manifestacidn es temprana, principalmente en forma de dificultad respiratoria,
tos no productiva e infecciones respiratorias de repeticion [24] con un rapido deterioro del
estado del paciente y de media, un exitus a los ocho meses de la aparicion de la sintomatologia

[25].

El estudio radiolégico muestra un infiltrado en el intersticio pulmonar que genera una opacidad
en la imagen. Tras el estudio histolégico se observa que el infiltrado estda formado
principalmente por linfocitos, histiocitos y células espumosas (macrofagos) (Figura 2.3.2).

[23,24].
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Figura 2.3.2. Imdgenes de un paciente con NP-C2. Imagen A: Radiografia de térax en la que se aprecia la
opacidad pulmonar. Imagen B: Imagen histoldgica de una biopsia de pulmoén de afecto de NP-C2 tefiida
con hematoxilina-eosina. Imagen C: Biopsia de pulmén del mismo sujeto, tefiida mediante PAS (acido
periodico y Schiff). Imagen publicada por Griese et al. 2010.

El lavado broncoalveolar muestra una proteinosis por acumulacién de surfactante no funcional
debido a un exceso de colesterol y, a diferencia de otras proteinosis, una baja cuantificacién de

proteina [24,26].
2.3.1.2 Afectacion del sistema inmune

En los pacientes con enfermedad de NP-C existe un desequilibrio entre la presencia tisular y
circulatoria de células asesinas naturales, siendo su proporcién en los tejidos mayor de lo
esperado. Ademads, se ha observado que estas células presentan alteraciones de su estado
madurativo, presentando un menor nimero de vesiculas citotdxicas [27], lo que puede influir

en la mayor incidencia de infecciones en estos pacientes [28].

2.3.2 Afectacion del sistema nervioso

Las manifestaciones neuroldgicas son las mas caracteristicas de la enfermedad de NP-C y las mas
debilitantes. Se utilizan para clasificar a los pacientes, como veremos mas adelante, a pesar de
que se han descrito algunos casos sin clinica neuroldgica [14,29]. Son manifestaciones complejas
de detectar, ya que la temprana aparicién de sintomatologia psiquiatrica puede enmascararlas

[30].

La sintomatologia mas comun en estos pacientes afecta a la marcha (ataxia), a la manipulacion
de objetos (distonia y dismetria), al habla (disartria) y a los movimientos de deglucidn (disfagia).
Asi mismo otra alteracién motriz, como es la paralisis de la mirada vertical es un signo bastante

especifico de la enfermedad [15,31].
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2.3.2.1 Ataxia

La ataxia cerebelar suele presentarse en un 85-90% de los casos de NP-C, pero no es una
manifestacion especifica, por lo que es facil que no se asocie como indicador al diagndstico de

la enfermedad [15].

En los sujetos con NP-C suele presentarse un enlentecimiento del movimiento con el fin de
asegurar el mismo, por ejemplo, los nifios con la enfermedad no suelen correr sino caminar

[15,17].
2.3.2.2 Deterioro cognitivo

La neurodegeneracidn progresiva que presentan los pacientes suele terminar generando una
demencia temprana en la mayoria de casos. El deterioro cognitivo es uno de los rasgos
mayoritarios, encontrandose en un 86% de los afectos y apareciendo en las primeras etapas de

la enfermedad [32].

Suele iniciarse con alteraciones en el lenguaje (disartria), pérdidas de memoria y problemas
motores, progresando a alteraciones del comportamiento y un exceso de confianza con la gente

a causa de alteraciones en el I6bulo frontal [30].
2.3.2.3 Paralisis de la mirada

La pardlisis supranuclear de la mirada vertical (VSGP, acrénimo en inglés) es la alteracién
neuroldgica mas frecuente y mas especifica de la enfermedad de NP-C, observandose en un 65%
de los afectos [33]. Suele manifestarse en primer lugar en forma de pardlisis de la mirada
vertical, presentdndose inicialmente en forma de movimientos sacddicos voluntarios en
direccion vertical, aunque puede progresar y afectar también a los movimientos horizontales

[30,34]. Esta alteracion se debe a una afectacion de los pares craneales Il y IV [33].

La dificultad de ajustar la mirada vertical puede traducirse en caidas frecuentes al subir o bajar
escaleras o en inclinaciones de la cabeza para realizar tareas cotidianas como escribir por lo que
se debe estar atento a estas manifestaciones. Esta alteracién puede confundirse con la apraxia
oculomotora, aunque esta suele iniciarse con alteraciones de la mirada horizontal y no vertical,
ademas en el caso de la VSGP se observa una reduccion de la frecuencia y amplitud de las

sacadas que no se detecta en la apraxia oculomotora [17].
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2.3.3 Afectacion psiquiatrica

La sintomatologia psiquiatrica aparece principalmente en la adolescencia o edad adulta de los
afectos de NP-C, precediendo a la sintomatologia neurolégica en la mayoria de los casos. El
rango de sintomas es amplio en la adolescencia suelen presentarse problemas de
comportamiento y en la escolarizacién, cuando se manifiestan en la edad adulta disfunciones

afectivas, psicosis y demencias son los sintomas mas frecuentes [30, 35, 36].

El dltimo estudio publicado por el registro internacional agrupa los sintomas psiquiatricos en 6
grupos, excluyendo de esta clasificacién los trastornos cognitivos (demencia, discapacidad

intelectual, deterioro cognitivo, etc.) que pasan a considerarse alteraciones neuroldgicas [31]:

e Trastornos psicoticos: esquizofrenia, trastornos esquizo-afectivos, ilusiones,
alucinaciones, desorientacion y psicosis.

e Trastornos relacionados con el estado de animo: depresidn, cambios bruscos del estado
de animo, hipomanias, irritabilidad y labilidad emocional.

e Trastornos en el control de los impulsos: alteraciones en el comportamiento,
agresividad, agitacion e inquietud.

e Trastornos del espectro autista (TEA).

e Ansiedad, incluyendo ataques de panico.

e Otras manifestaciones psiquiatricas.

Uno de los principales problemas que supone la aparicidn precoz de sintomatologia psiquidtrica
es la confusién que genera en el clinico, que focaliza las sospechas diagndsticas a entidades de
este grupo, existiendo diagndsticos iniciales de esquizofrenia, Alzheimer, demencia
frontotemporal, enfermedad de Parkinson o esclerosis mdultiple en pacientes que
posteriormente fueron diagnosticados de NP-C pudiendo retrasar el correcto diagndstico del

paciente varios afios [30].
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2.4 CLASIFICACION DE LOS PACIENTES DE ENFERMEDAD
DE NP-C

La primera clasificacion de pacientes afectos de NP-C la realizaron Higgins y cols. en 1992,
asignando dos grupos en funcidn de la edad del paciente (menor o mayor de 4 aios) y de cuatro

estadios cada uno [37].

e Estadio 0: Pacientes asintomaticos.

e Estadio 1: Alteraciones motoras y cognitivas, ademas de afectacién de las sacadas
oculares y de los reflejos auditivos.

e Estadio 2: La afectacién es mds grave, la alteracion de las sacadas se agrava a VSGP y los
pacientes presentan disartria ademas de las alteraciones motoras y cognitivas del
estadio 1.

e Estadio 3: Los pacientes presentan alteraciones del sistema piramidal y respuestas
alteradas a los potenciales auditivos.

e Estadio 4: Se trata del ultimo estadio con una afectacién tan grave que se define por la

imposibilidad de deambulacién y un estado cuasi-vegetativo del paciente.
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Esta clasificaciéon cayd en desuso, pasando a clasificar a los pacientes solamente en funcion de
la edad de aparicion de la sintomatologia neuroldgica. Segin esta nueva clasificacion existen
cuatro formas con afectacion neuroldgica y otra, muy precoz, en la que sélo se presenta una

grave afectacion sistémica (Figura 2.4.1) [38].

Alteraciones Ascitis,
sistémicas hidrops,
colestasis Hepatoesplenomegalia

Nacimiento 1 2 3 6 10 20 30 40 50 60

Perinatal Infantil precoz
Clasificacién Infantil tardia

Juvenil J
| Adolescente / Adulta [

Alteraciones

neuroldgicas

Figura 2.4.1. Esquema de la clasificacion de los afectados de NP-C en funcién de la edad de aparicion de la
sintomatologia neuroldgica. Las alteraciones neuroldgicas son aditivas, de forma que un paciente
diagnosticado en la adolescencia suele presentar también alteraciones correspondientes a las etapas
infantiles. Adaptacién del esquema publicado por Vanier et al. en 2010.

Actualmente se sabe que la presentacion de los sintomas es gradual y que el espectro fenotipico

es continuo.
2.4.1 Presentacion perinatal

A causa de la afectacién hepatica grave, en esta forma temprana de la enfermedad se puede
observar hidrops o ascitis fetal, junto con una colestasis prolongada que aparece en los primeros

dias de vida simultdneamente a una hepato-esplenomegalia [39].

Los sintomas, excepto la hepato-esplenomegalia suelen remitir a los 2-4 meses de edad, y el

neonato resulta exitus a los 6 meses de vida en un 10% de los casos [38,40].
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Esta forma de presentacién no muestra sintomatologia neuroldgica, posiblemente porque la
gravedad de la afectacidn visceral y el rdpido desarrollo de la enfermedad no da tiempo a que

esta sintomatologia aparezca [38].
2.4.2 Presentacion infantil precoz

La enfermedad presenta sus primeros sintomas antes de los 2 afios, siendo la hepato-
esplenomegalia el primero en aparecer junto con la colestasis o la ictericia, aproximadamente
al primer mes de vida [41]. La hipotonia y el retraso psicomotor suelen aparecer un poco mas
tarde, aproximadamente al primer afo. A causa de la corta edad de los afectos la VSGP no suele

observarse [38,42].

El prondstico de estos pacientes es malo ya que tienen una vida media de 5 afios a causa de la

rapida progresién neurolégica de la enfermedad [43].
2.4.3 Presentacion infantil tardia

Engloba aquellos sujetos que presentan manifestaciones neurolégicas entre los 2 y 6 afios de

edad [38].

Del mismo modo que la presentacion infantil precoz, el primer sintoma suele ser la hepato-
esplenomegalia seguido de dificultades en el lenguaje y alteraciones en la marcha con caidas

frecuentes, sintomas que suelen aparecer entre los 5 y 6 afios de edad [38].

Los problemas de audicidn y cataplejias también son sintomas que se observan con frecuencia.
En cambio, la VSGP suele ser dificil de detectar en los estadios iniciales, siendo mas evidente
cuando el nifio va creciendo y la sintomatologia se agrava. Con la progresién de la enfermedad
los problemas de la marcha empeoran, causando ataxias que también se agravaran e incluiran
disfagia y disartria que progresan de forma casi simultdnea imposibilitando el lenguaje. Del
mismo modo, las alteraciones cognitivas también se agravan haciendo mas evidente la
afectacién del desarrollo mental ya que los pacientes desarrollan alteraciones piramidales y
dificultades deglutorias. Las epilepsias también son frecuentes en esta forma de la enfermedad,

pudiendo afectar a un 20% de los nifios [38].

La mayoria de los pacientes fallecen entre los 7 y los 12 afos, aunque esto estd cambiando

gracias a los tratamientos que se explicardn mas adelante.
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2.4.4 Presentacion juvenil

La forma mas clasica de la enfermedad suele aparecer entre los 6 y los 15 afios siendo la
esplenomegalia, normalmente aislada pero que también puede acompaiarse de
hepatomegalia, la forma mas comun de identificarla, igual que en las presentaciones anteriores.
Pudiendo detectarse en edades tempranas, pero sin que aparezca la sintomatologia neurolégica

hasta esta etapa [38].

Si hasta el momento los pacientes han presentado dificultades en la escolarizacién con fallos en
la atencidn y dificultades para la escritura tampoco han sido muy relevantes. En esta forma de
presentacién la VSGP se observa en casi el 100% de los casos, siendo el primer sintoma que pone
en alerta, la torpeza en los niflos es comun y la cataplejia que puede desembocar en narcolepsia
inducida por la risa, son signos frecuentes. La evolucién de la ataxia es rdpida, apareciendo
ademas de la disartria y disfagia, distonia. La regresién intelectual es variable pudiendo ser leve

o0 muy severa, del mismo modo que las crisis epilépticas [38,42].

En los casos mads avanzados la disartria suele degenerar en una incapacidad para la expresion
verbal y los problemas de deglucién acostumbran a agudizarse tanto que requieren de una
gastroscopia para poder alimentar al paciente. La vida media es variable pudiendo llegar a

sobrepasar la tercera década [38].
2.4.5 Presentacion adolescente/adulta

Engloban en esta forma de presentacion aquellos casos en los que la sintomatologia neurolégica

se desarrolla a partir de los 15 afios de edad.

La mayoria de estos pacientes presentan una esplenomegalia aislada, normalmente no
detectable por palpacidn y casi la mitad de ellos presentan también una ligera hepatomegalia.
La sintomatologia neuroldgica se presenta en edades avanzadas, permitiendo que la mayoria de

estos pacientes tengan una escolarizacion normal [44].

La sintomatologia psiquiatrica es frecuente, sobre todo las psicosis, alucinaciones e ilusiones,

siendo normalmente la responsable del retraso en el diagndstico de la NP-C [16, 38].

Las alteraciones cognitivas también son frecuentes, asi como la VSGP aunque nuevamente, esta

se encuentra infradiagnosticada. Otra sintomatologia frecuente en este grupo de pacientes es
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la ataxia, disartria y disfagia, ademas se ha detectado una asociaciéon con la frecuencia de
Alzheimer y Parkinson. Las epilepsias son poco frecuentes en esta forma de presentacién. La
evolucidn de los sintomas es lenta y progresiva, tardando una media de 9 afios en desarrollar

una dependencia a causa de la enfermedad [38, 44].

La descripcion de afectos de la enfermedad con edades avanzadas y sin sintomatologia
neurolégica, hace pensar en la presencia de una forma no neuronopatica de la enfermedad de

NP-C que podria ser mas frecuente de lo esperado [16].
2.5 GENETICA MOLECULAR EN LA ENFERMEDAD DE NP-C

La enfermedad de NP-C es de herencia autosémica recesiva, eso implica que es necesario la
presencia de dos alelos mutados para ser afecto. Existen dos genes asociados a la enfermedad

de NP-C, NPC1 y NPC2.
2.5.1 Caracteristicas de NPC1

El gen NPC1 (MIM#607623; NG_012795.1) consta de 80,7 Kb. Es el responsable del 95% de los
casos de enfermedad de NP-C [45].

Se localiza en el brazo largo del cromosoma 18 (18q11.2; Figura 2.5.1)[8] de las bases 23.506.184
a 23.56.617 (hebra reversa) segun la versidon 38 del Consorcio para el Genoma Humano de
Referencia (GRCh38; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/grc/human). Consta de 25 exones de

pequefio tamafio (78-788 pb) con grandes intrones entre ellos.

: _
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18q11.2

Figura 2.5.1. Idiograma de bandas G del cromosoma 18 (resolucién de 850 bandas).

En el genoma humano existen 6 genes paralogos, siendo la homologia maxima del 37% en el gen
NPC1L1 (homologia en cDNA). Existen también 97 especies que presentan genes ortélogos a

NPC1 encontrandose la mayor homologia, del 99%, con otros primates [46].
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A fecha 30 de abril de 2018 se han descrito en la base de datos de mutaciones en el genoma
humano (HGMD, acrénimo en inglés) 455 variantes asociadas a patogenicidad en este gen, todas
ellas relacionadas con la enfermedad de NP-C. Las variantes patogénicas mas comunes son
cambios puntuales que provocan cambios aminoacidicos, de las que se han descrito 305
variantes, ademas, se han reportado 37 variantes que provocan alteraciones en el ayuste, 62
pequefias deleciones y 39 pequefias inserciones, 2 pequefias inserciones y deleciones y, 11
alteraciones de mayor tamafio [47]. En la base de datos ClinVar existen 86 variantes
consideradas benignas o posiblemente benignas, 16 con conflictos de interpretacién, 104

causales de enfermedad y 104 variantes de significado incierto [48].

La variante patogénica mads frecuente en la poblacion europea es NG_12795.1: g.54882T>C, que
codifica para el cambio aminoacidico NP_000262:p.lle1061Thr [49], su frecuencia en poblacién
europea es aproximadamente del 25%. La correlacién entre el genotipo y el fenotipo en esta
enfermedad no es clara para variantes puntuales pero si existe una clara correlacion entre la
mayor severidad de la enfermedad y la presencia de mutaciones que generan terminaciones

tempranas de la proteina codificada [38].

La expresion del gen NPC1 esta regulada como minimo mediante dos mecanismos, uno de ellos
es la expresion del microRNA33a. Un microRNA es una secuencia corta de RNA
(aproximadamente 23pb) que no codifica para proteina pero que interacciona con otros genes
regulando su expresion [50]. En este caso, miR33a se localiza en la regién intréonica de SREBF2
e interacciona con dos regiones reguladoras, localizadas en la zona 3’UTR del gen NPCI,
inhibiendo su expresidén cuando existe una alta concentracidon de colesterol [51,52]. Otro
mecanismo de regulacién del gen NPC1 es la metilacidon de las islas CpG, que se ha detectado

incrementada en casos de dislipemias con exceso de colesterol [53].

2.5.2 Caracteristicas de NPC2

El gen NPC2 (MIM#601015; NG_007117.1), previamente conocido como HE1, es el responsable
del segundo grupo de complementacidn de la enfermedad y se asocia aproximadamente a un

5% de los casos descritos [45].
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Se localiza en el cromosoma 14, en la regién 14q24.3 (Figura 2.5.2) de la posicion 74.476.192 a
la 74.494.177 de la hebra reversa segun la versién 38 del Consorcio para el Genoma Humano de
Referencia (GRCh38; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/grc/human). Esta formado por 5 exones de
entre 15 y 173 pb y su tamafio total es de casi 18 Kb. Existen 7 transcritos del gen, pero

solamente uno de ellos codifica para la proteina completa[46].

UNNn TIRI ONT N 9@

14q24.3

Figura 2.5.2. Idiograma de bandas G del cromosoma 14 (resolucion de 850 bandas). Imagen obtenida de
ISCN 2013

No se han descrito paralogos pero si 98 ortélogos segun la base de datos Ensembl, existiendo

una homologia del 100% con Chlorocebus sabaeus.

La base de datos HGMD profesional, a fecha 30 de abril de 2018, incluye 27 variantes en el gen
asociadas a patogenicidad. 19 de ellas son variantes puntuales asociadas a cambios
aminoacidicos, 4 generan alteraciones en el ayuste, y otras 4 son deleciones puntuales o de
mayor tamafio (Figura 2.5.3) [47]. Ninguna de ellas se puede considerar una variante frecuente,
y normalmente su impacto se limita a un ambito familiar. Ademas existen en la base de datos
ClinVar 5 variantes benignas, 4 con conflictos de interpretacion, 14 VUS y 30 variantes

posiblemente patogénicas o causales de enfermedad [48].
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NG_007117.1:g. 5191T>C

NG_007117.1:g.5108A>T
NG_007117.1:g.5110G>A
NG_007117.1:g.5134delG
NG_007117.1:g.5161G>T

NG_007117.1:g.11951G>A
NG_007117.1:g.11978G>A
NG_007117.1:g.11996C>T

NG_007117.1:g. 13973T>G

NG_007117.1:g.13803T>C
NG_007117.1:.13882G>T
NG_007117.1:8.13896A>C
NG_007117.1:.13899T>C
NG_007117.1:g.13936delA
NG_007117.1:g.13937T>C
NG_007117.1:8.13956G>A
NG_007117.1:8.13962C>T

INTRODUCCION

NG_007117.1:g.17647_17648delAA

NG_007117.1:8.17673T>A
NG_007117.1:8.17675C>T

NG_007117.1:8.12003G>T
NG_007117.1:8.12004C>A

NG_007117.1:8.12000C>T
NG_007117.1:g.12028C>G

NG_007117.1:g. 17681G>A

NG_007117.1:g. 12058G>A

Figura 2.5.3 Variantes asociadas a patogenicidad descritas en el gen NPC2 segun la base de datos HGMD.
En la representacidn falta una delecion de gran tamafo, que incluye los exones 2 y 3 pero que no ha sido
delimitada.

2.6 ESTRUCTURA Y FUNCION DE LAS PROTEINAS NPC1 Y
NPC2

2.6.1 Proteina NPC1

La proteina NPC1 (NP_000262) esta formada por 1.278 aminoacidos, con un peso de 142.167
Da. Existen varias versiones de su estructura publicadas en la base de datos de proteinas (PDB;
acrénimo en inglés). Las versiones mas completas de la proteina en solitario son las estructuras

5U74 y 3]D8, pero ninguna de ellas incluye las regiones citoplasmaticas (Figura 2.6.1) [54,55].

Se trata de una glicoproteina lisosomal que se localiza a nivel transmembrana, con tres dominios
luminales y 13 hélices transmembrana (Figura 2.6.1) [56]. Presenta una region N-terminal que
se elimina e indica su localizacion transmembranay, en el extremo C-terminal una secuencia di-

leucina que envia la proteina al lisosoma [57].

Las regiones luminales estan altamente glicosiladas, posiblemente como medida de proteccion
contra la degradacidon por proteasas lisosomales [56]. El primer dominio luminal contiene una

regiéon de unidn al colesterol, en el segundo dominio intralisosomal y en la region entre los
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dominios transmembrana 3 y 7 existe una regidn con una alta homologia con dominios sensibles

a los esteroles (dominio SSD) (Figura 2.6.1) [58-60].

Figura 2.6.1 Estructura de la proteina NPC1. Fusion de las estructuras del protein data bank 3JD8 y 5U74
realizada mediante Swiss PDB Viewer. En color rojo se remarcan las hélices que forman parte de las
regiones transmembrana, en un color mas palido la region SSD. El primer bucle luminal se marca en color
naranja (en amarillo la zona de unién al colesterol), el segundo de color verde y el tercer bucle en color
azul. En la imagen se muestran los puntos energéticos (con el esqueleto en negro) de aquellos
aminodcidos que sufren glicosilacidon

Entre los aminodacidos 861 y 1.083, en el tercer bucle lisosomal, encontramos una region
formada por 3 l[dminas beta y 5 helices alfa. Esta regidn conocida como “bucle rico en cisteinas”
ocho cisteinas que forman puentes disulfuro entre ellas estabilizando la regién. El puente que
se forma entre las cisteinas localizadas en las posiciones 909 y 914 crea un bucle (bucle Q)

altamente hidrofébico cuya funcidn es esencial para el transporte del colesterol [55].

La mayor parte de las variantes patogénicas descritas se localizan entre el tercer bucle luminal
y el extremo C-terminal de la proteina. Un tercio de las variantes descritas estdn localizadas en
la regidn rica en cisteinas [61]. Ademas, existe controversia entre el efecto de la pérdida de
puntos de glicosilacion, ya que la variante NP_000262:p.Asn222Ser, registrada en la base de
datos HGMD presenta serios conflictos de interpretacion. Solamente aparece asociada a
patogenicidad en casos con sintomatologia exclusivamente visceral y nivel molecular se
considera que la pérdida de un Unico punto de glicosilacion es poco relevante en la localizacion
y funcionalidad de la proteina [57,62]. Ademas su frecuencia en la poblacidn supera en mas de

10 veces la variante NP_000262:p.lle1061Thr, considerada la mas frecuente [14].
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Las variantes mas frecuentes en poblacion europea tampoco afectan a la funcionalidad de la
proteina, sino a la sefalizacion de degradacion de la misma por la via del proteosoma motivada

por un fallo en el plegamiento de la proteina, provocado por el cambio aminoacidico [63].

2.6.2 Proteina NPC2

La proteina NPC2 (NP_006423) es mucho menor que NPC1, formada por 151 aminoacidos (131
tras perder la secuencia sefial), tiene un peso tedérico de 14.5 KDa pero por Western-blot se han
detectado proteinas de entre 23 y 19 KDa a causa de las diferentes glicosilaciones que puede
sufrir. Es una proteina soluble que se localiza en el lumen del lisosoma y que se encuentra

ligeramente glicosilada que se une al colesterol a pH ligeramente acido [64].

Presenta seis cisteinas que interaccionan entre ellas mediante puentes disulfuro y una regién
rica en prolinas, asi como multiples puntos de N-glicosilacion, siendo la asparragina de la

posicidn 58 la mas importante para conservar la funcionalidad de la proteina [65].

Su estudio en vertebrados ha permitido definir la presencia de 4 dominios altamente
conservados (ECR A, B, Cy D), siendo ECR D el que parece ser el lugar de unién al colesterol no

esterificado y ECR A responsable de la liberacidn del mismo [66].

Su traslacion al lumen lisosomal se realiza mediante receptores manosa-6-fosfato [67]. La
estructura por rayos X de la proteina bovina (1-NEP) permitié conocer la estructura de la
proteina, formada por 7 [ldminas beta e identificar la interaccién entre los aminodacidos 66 y 100
gue actlian como una puerta, que permite una separacion de las ldminas para que el colesterol

pueda acomodarse en la cavidad interna (Figura 2.6.2) [64].
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Figura 2.6.2. Estructura de la proteina NPC2 bovina (1-NEP). Con la estructura en color naranja, verde, azul
y morado se muestran las regiones ECR A-D respectivamente. Los esqueletos blancos y rojos forman un
bolsillo en la superficie de la estructura que permite acoplar el colesterol no esterificado y entre los
esqueletos marcados en rojo se forma una "puerta” que permite el acceso del colesterol al bolsillo interior
sefialado en color verde. En laimagen se muestra el esqueleto (en color negro) de la Asn58 cuya glicosilacion
es necesaria para el correcto funcionamiento de la proteina. Visualizacion mediante Swiss PDBViewer.

Funcidn de las proteinas NPC1 y NPC2

Las proteinas NPC1 y NPC2 funcionan de forma secuencial para transportar el colesterol no
esterificado del interior del lisosoma al exterior del mismo, ya sea al reticulo endoplasmico, a las

mitocondrias o liberandolo al citoplasma.

El colesterol no esterificado no puede transportarse de forma pasiva por un medio acuoso como
es el lumen lisosomal, por ese motivo es necesario su transporte mediado por proteinas. Tal
como se ha explicado en el apartado anterior, el colesterol no esterificado se une a NPC2 y queda
alojado en la cavidad interior, permitiendo su transporte hacia la membrana. NPC2 se une al
segundo bucle luminal de NPC1, y el colesterol se une a la regidn de unién (Figura 1.7 en color
amarillo), situada en el primer bucle. Esta regidon debe acercarse al dominio SSD para permitir la
liberacion del colesterol fuera del lisosoma pero el proceso por el que esto ocurre no esta claro
existiendo dos posibles mecanismos: a) La unidon del colesterol provoca un cambio
conformacional que permite que la proteina se cierre, acercando esta regién al dominio SSD
(Figura 1.7 en color rojo palido), b) se produce una translacion de la molécula de colesterol de
su regién de unién en una proteina NPC1 al dominio SSD de otra, por lo que no se requiere un

cambio conformacional (Figura 2.6.3) [55].
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La proteina NPC1 también se ve implicada en la eliminacidn de otras sustancias acumuladas en
el lisosoma (aminas, farmacos, etc.) no mediante la traslacion a través de la membrana, sino por
un sistema de formacion de vesiculas [68,69]. De este modo, se ha asociado a la resistencia a
tratamientos anticancerigenos como el Imatinib, un inhibidor de tirosincinasas utilizado para el
tratamiento de la leucemia mieloide crénica o la leucemia linfoblastica aguda o la
daunorrubicina, una antraciclina utilizada para el tratamiento de leucemias mieloide o

linfoblastica agudas [68,70].

Finalmente, NPC1 también se ha asociado con el mecanismo de infeccion utilizado por los

Figura 2.6.3. Trasferencia del colesterol entre las proteinas NPC2 y NPC1. A la izquierda de la imagen la proteina
NPC2 (amarillo) portando el colesterol (verde) se encuentra unida al segundo bucle de NPC1 (lila) y transfiere
el colesterol a la zona de unidn situada en el primer bucle (azul pélido) para posteriormente liberarse (flecha
amarilla). Flecha A: NPC1 sufre un cambio conformacional que acerca el colesterol al dominio SSD (azul oscuro).
Flecha B: NPC1 transfiere el colesterol al dominio SSD de otra proteina NPC1, sin llegar a formar un dimero.
Imagen adaptada de Li X et al, 2017.

filovirus, como el virus del Ebola [71]. Una glicoproteina de su membrana penetra en la célula 'y
tras la accién de catepsinas puede unirse al segundo bucle luminal de NPC1 y actuar facilitando
la fusidon completa de la membrana plasmatica y a membrana viral para que se produzca la

infeccién [72]. En este proceso no esta claro si NPC2 también esta implicada [73].
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La proteina NPC2 también tiene funciones independientes al transporte de colesterol. Se ha
observado que actia como un regulador negativo de la proliferacion mediante la activacién de
la via ERK1/2 en cancer de pulmdn e higado [74,75]. También promueve la autofagia en lineas
celulares de cancer de mama mediante la activacién de AMPK, una proteina cinasa reguladora
de sefiales de transduccién [76], y junto con su receptor en la membrana lisosomal (receptor de
manosa-6-fosfato) induce la formacién de progenitores hematopoyéticos a nivel medular en

presencia de trombopoyetina [77].
2.7 FISIOPATOLOGIA

Como consecuencia de la incapacidad de NPC1 para expulsar el colesterol del lisosoma, este no
llega al reticula endoplasmico (RE) y al detectarse unos bajos niveles de colesterol en este
organulo, se activa la via de SREBP incrementando la sintesis y la absorcion de colesterol, de

modo que se entra en un circulo vicioso [78].

Ademas del colesterol, también se acumulan otros lipidos, principalmente esfingomielina,
lactosilceramida, glucosilceramida, GM2 y GM3, posiblemente a causa del mal funcionamiento
del lisosomay del transporte vesicular de especies lipidicas. Este acimulo provoca que se alteren
un gran numero de funciones celulares pero el mecanismo por el que se producen estas

alteraciones no esta bien caracterizado [79].
2.7.1 Transporte de colesterol

La interaccion entre la membrana del RE y el lisosoma es crucial para la transferencia lipidica y
el transporte endosomal y se realiza mediante lugares de unién entre ambas (MCs; membrane

contacts, acréonimo en inglés) [80].

Algunas de las interacciones implicadas en la trasferencia de colesterol del lisosoma al RE son
las que se establecen entre las proteinas ORPL1 (receptor de oxisteroles) y MLN64 localizadas
en la membrana del lisosoma y VAP-A, una proteina presente en las membranas y responsable

de la formacién de microtubulos entre la membrana lisosomal y la del RE. Otra interaccion es la
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gue se da de forma directa entre dos proteinas transmembrana como NPC1 en la membrana

lisosomal y ORP5 (otro receptor de oxisteroles) en la membrana del RE (Figura 2.7.1 A) [80,81].

L pugisi

Figura 2.7.1. Representacion grafica de la afectacion en el transporte del colesterol. Imagen A: Situacidon
normal Imagen B: Afecto de NP-C. Colesterol: marrdn; Esfingosina: blanco; Lisosoma: circulo azul; RE:
verde; Mitocondria: Naranja; VAP-A: bolitas negras.

En la enfermedad de NP-C la interaccion entre NPC1 y ORP5 es deficiente y ademas, el exceso
de colesterol libre (no unido a NPC1) acumulado en el interior del lisosoma provoca una
alteracion en la estructura de ORPL1 que evita su interaccion con VAP-A. La interaccién de NPC1
y ORPL1 para mantener la estabilidad del MCs también se ha probado por el hecho de que
mutaciones en ORPL1 impiden la transferencia del colesterol mediada por NPC1 (Figura 2.7.1 B)

[82].

MLN64 también puede inducir interacciones entre el lisosoma o el endosoma tardio y el RE, pero
no permite la transferencia de colesterol a este organulo [80]. ORP5, ademds de mediar en la
transferencia del colesterol del lisosoma al RE también actia como regulador de mTOR, una de
las proteinas que se encuentra directamente implicada en la homeostasis del lisosoma, ya que

promueve su traslacion al lisosoma, donde se produce su activacion [83] .

La disfuncidn de NPC1 provoca un incremento de la expresion de MLN64, un transportador de
colesterol del lisosoma a la mitocondria, de forma que NPC2 le transfiere el colesterol a MNL64

y esta se lo transfiere a STAT1, una proteina de la membrana mitocondrial responsable de
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trasladar el colesterol de la membrana a externa a la interna. Este intercambio del colesterol se
realiza posiblemente por contacto directo entre las membranas del lisosoma y la mitocondria
(Figura 2.7.1 A). En los pacientes de NP-C la concentracidn de colesterol en la membrana interna
de la mitocondria se incrementa, provocando una disminucién en su fluidez, una reduccién de
la sintesis de hormonas esteroideas y una reduccién en la absorcidon de glutatién por la
mitocondria, ademas de alterarse la produccidon de ATP y el estrés oxidativo posiblemente a

causa del incremento de colesterol en la membrana interna. [79,84].
2.7.2 Proteostasis y estrés celular

La proteostasis es la regulacién de la concentracion, plegamiento, interacciones y localizaciéon
de las proteinas. Siendo fundamental para su correcta regulacion la eliminacién de aquellas que

presentan un plegamiento andmalo [85].

El plegamiento de las proteinas, normalmente se realiza en el RE, cuando no se produce
correctamente, estas proteinas anémalas se marcan para su degradacion mediante el sistema
ERAD (degradacion asociada al RE), uno de cuyos reguladores es la concentracidén de iones
Ca?*[86]. Normalmente las proteinas con una vida media corta se degradan mediante el

proteosoma, mientras que aquellas con una larga vida media lo hacen en los lisosomas.

El proteosoma actla cuando la proteina se ha poliubiquitinizado en el RE, cuando la proteina se
ha desplegado, la actividad proteolitica del lisosoma permite fragmentarla y asi degradarla, pero
aquellas proteinas capaces de formar agregados no pueden degradarse mediante este sistema

ya que no consiguen perder su conformacion para penetrar en el proteosoma [85].

En la membrana plasmatica, las proteinas mal plegadas son detectadas por CHIP, una proteina
de choque térmico que recluta a la ubiquitina E3 para que marque a la proteina defectuosa y
esta pueda ser reconocida por Hsc70, una chaperona cuyo receptor (LAMP-2) se encuentra en
la membrana lisosomal. Este proceso se conoce como autofagia ligada a chaperonas (Figura

2.7.2 A) [85].

Las proteinas defectuosas que se localizan en el citoplasma pueden degradarse por esta misma
via o mediante macroautofagia. Exta ultima, se encuentra regulada negativamente por mTOR y
puede activarse por mecanismos de estrés celular. ULK1 es la proteina que inicia el proceso,

interaccionando con el complejo Il PI3K (una proteina quinasa) y provocando la formacion del
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fagoforo. Este se alarga encapsulando los productos a degradar (junto con todo lo que encuentra
a su paso) y termina cerrandose para formar el autofagosoma que, en condiciones normales se
fusionara con el lisosoma para que las enzimas de este degraden las proteinas mal plegadas y

todo el material que se ha incluido en el autofagosoma. (Figura 2.7.2 A) [85].

Una proteina lisosomal implicada en la degradacidn de proteinas mal plegadas es la catepsina D
(CatD), en condiciones basales su concentracién a nivel cerebral es muy elevada ya que se trata
de una de las principales enzimas implicadas en la degradacidon de las a-sinucleinas. Esta
proteina estd regulada por calcineurina, y esta a su vez, por la homeostasis del Ca?* en el
lisosoma. El bloqueo de los canales de calcio provocado por el acimulo de esfingosina, puede
ser en parte, responsable del mayor riesgo de padecer Parkinson o Alzheimer observado en los
pacientes de enfermedades de depdsito lisosoma (EDLs) y ser uno de los factores implicados en

la neuropatia de la NP-C (Figura 2.7.2 B) [87, 88].
2.7.3 Biogénesis y homeostasis del lisosoma

La sintesis y degradacién de lisosomas esta regulada por el factor de trascripcion TFEB que se

localiza principalmente en el citoplasma y se traslada al nucleo tras su activacién por estrés

Figura 2.7.2. Representacion grafica de la eliminacidon de proteinas mal plegadas.Imagen A: Situacion
normal. Cuadro 1: Autofagia mediada por chaperonas. Cuadro 2: Macroautofagia Imagen B: Afecto de NP-
C, donde ademds de producirse una inhibicién de la autofagia por la disminucién en la salida de Ca?,
calcineurina actta inhibiendo la trascripcién de genes proautofagia.
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lisosomal. La activacion de TFEB regula la eliminacién de lisosomas disfuncionales y promueve

la exocitosis y autofagia de estos [86].

El acimulo de sustratos no degradados o no expulsados del lisosoma que se produce en las EDLs
provoca que estos incrementen su tamafio, pero no puedan activar correctamente las vias de

degradacion de manera que no se eliminan, comprometiendo su funcionalidad [89].

Esta funcionalidad esta altamente regulada por el flujo idnico en el lumen lisosomal, ya que la
mayoria de enzimas que contiene dependen de la acidez del medio para poder funcionar. Es
gracias a la funcidn del canal V-ATPasa que el medio luminal se mantiene acido, ya que permite
la entrada de iones H* mediante el consumo de ATP [90]. Ademas, intervienen otros canales que
N

ayudan a regular el potencial de membrana, como los TPC’s que promueven la liberacién de Na

al citoplasma o CIC7 que incremente el pH del medio expulsando H* para hacer entrar Cl"(Figura

A B

Autofagia
hiogétiesi

Figura 2.7.3. Representacion grafica de la biosintesis de lisosomas y mitocondrias. Imagen A: Situacidn
normal, Imagen B: Afecto de NP-C.

2.7.3A).

Otro factor importante en la manutencién de una estructura y funcionalidad correcta en el
lisosoma es la actividad mitocondrial. Ambos organulos tienen un papel fundamental en la
homeostasis del Ca?*. Este entra en la mitocondria mediante un transportador de baja afinidad

(MCU) desde el RE gracias a la formacién de MCs entre estos dos organulos, esta entrada activa
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el ciclo de produccién de ATP. El Ca?* liberado por los lisosomas también puede tener un papel
en la actividad de la mitocondria, ya que esta activa calcineurina, la cual a su vez, promueve la
activacion de TFEB, un factor de transcripcién crucial para la regulacion de la biogénesis
lisosomal y mitocondrial [90]. Como ya se ha comentado anteriormente, el bloqueo del canal de
calcio, mediado por el acimulo lipidico en el lisosoma, puede actuar bloqueando esta via de

sefializacion.

Ademas, la formacidn de contactos entre las membranas de mitocondrias y lisosomas también
. . 4 2+ ra . .

permite la liberacién de Ca** entre los dos orgdnulos. Este transporte se realiza mediante dos

tipos de canales los TPC y los TRPML estos ultimos regulados positivamente mediante la

produccién de especies oxigeno-reactivas en la mitocondria (ROS; acréonimo en inglés). Como ya

se ha comentado en el parrafo anterior, el incremento de Ca?* citoplasmatico provoca una

activacion de la via de TFEB y de la renovacién mitocondrial, pero en los pacientes de EDLs esta

renovacion es disfuncional (ver mas adelante en el apartado 2.7.5) [91].

2.7.4 Exocitosis

Las funciones de la exocitosis son basicamente dos, una que consiste en el remodelado de la
membrana y otra secretora, ya que es mediante este proceso que se liberan proteinas y
moléculas de sefializacion a la matriz extracelular, como por ejemplo reguladores del desarrollo

axonal [89].

Es la activacion de este mismo factor de transcripcion (TFEB), la que promueve la exocitosis de
los lisosomas, necesaria tanto como un proceso de eliminacion de compuestos toxicos como

para el transporte de proteinas al medio extracelular [86].

Para la exocitosis, también es necesario que se active el complejo SNARE que promueve el
acercamiento entre la membrana lisosomal y la plasmatica, estando este proceso regulado por
el flujo de iones Ca%* y por la proteina Rab7 que regula la movilidad del lisosoma. Durante la
exocitosis, la proteina VAMP7, localizada en la membrana lisosomal, interacciona con SNAP23 y
con la sintaxina-4 que se localizan en la membrana plasmatica, formando el complejo SNARE y
permitiendo el acercamiento de ambas membranas mediante un sistema de microtubulos. En

la regién donde se produce esta interaccidn, el lisosoma libera una gran cantidad de Ca%* a través
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de los canales TRMPL1, incrementando su concentracién y promoviendo la fusion de las

membranas mediante la activacién de Syt-VII (Figura 2.7.4 A) [92].

En los afectos de NP-C la funcionalidad de los canales TRMPL1 se encuentra inhibida,

A

Au\tofagia

giogkhesi

Figura 2.7.4. Representacion gréfica de la exocitosis. Imagen A: Situacién normal Imagen B: Afecto de NP-
C, el bloqueo del transportador de calcio y la deslocalizacion de VAMP7 impiden la formacién del complejo
SNARE.

posiblemente por causa del acimulo de esfingomielina, ademas a causa de la alteracién en el
transporte del colesterol se produce una deslocalizaciéon de la proteina VAMP7 por lo que la
formacién del complejo SNARE, y en consecuencia la exocitosis, se ve comprometida [89,92].
También se ve alterada la formacién del complejo SNARE a nivel presinaptico a causa del
acumulo de a-sinucleina [93], entrando en un bucle donde la disfuncién en la degradacion de
proteinas mal plegadas provoca una disfuncidn en la exocitosis y esta propicia la disfuncidn en

la protedlisis (Figura 2.7.4.B).
2.7.5 Regulacion mitocondrial

El principal responsable de la produccidon de energia en la célula es la mitocondria, cuya
funcionalidad se encuentra intimamente ligada a la del lisosoma. La existencia entre
interacciones entre ambos organulos se apoya en el hecho de que su biogénesis estd regulada
por el mismo factor de transcripcion (TFEB). La falta de expresion de este factor de transcripcion

provoca una reduccion de la sintesis de ATP y un incremento en la formacién de ROS que afecta
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a la permeabilidad de la membrana mitocondrial y a la funcionalidad de sus canales idnicos
(Figura 2.7.5 B) [94]. A su vez, el bloqueo de la salida de Ca?* provoca una activacion de la

produccién de ROS de forma que el sistema puede llegar a desregularse [95].

Ademas la correcta funcionalidad de la mitocondria también esta regulando al lisosoma, ya que
una disminucidn en esta provoca una inhibicidn de la catepsina B y de la esfingomielinasa acida,

provocando un acimulo de esfingomielina [79].

Otra vinculacién entre el lisosoma y la mitocondria, radica en el hecho de que los aminodcidos
necesarios para el correcto funcionamiento de la cadena respiratoria (principalmente glutamina
y glutamato) los proporciona el lisosoma a partir de los restos de los procesos de degradacion
gue ocurren en su interior. Cuando existe una disminucién de nutrientes en la célula, la
activacion de mTOR también afecta a la mitocondria, que se alarga y cambia la disposicion de su
membrana interna, reduciendo la produccion de ATP y activando la fragmentacién del organulo

(Figura 2.7.5 B) [94].

Para que se produzca la fragmentacidn es necesaria una elongacion de la membrana, regulada

2
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Biogénes!
Lisosoma

Lisosomal
Mitocondyia

Figura 2.7.5. Representacion grafica de la interaccion entre mitocondria y lisosoma. Imagen A: Situacidn
normal en la que la degradacion de proteinas realizada en el lisosoma permite el acceso de amino acidos
(AA) a la mitocondria, y la mitofagia se realiza de forma normal. Imagen B: Afecto de NP-C, la degradacién
mitocondrial y la regulacion de la produccidn de ATP y de especies oxigeno reactivas se ve alterada.

por la inhibicion de DRP1 y un adelgazamiento de la membrana interna, regulado por OPA1 cuya
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regulacién depende de los sensores de niveles de glutamato y aspartato (representados como

AA en la figura (Figura 2.7.5)) [94].

El proceso de degradacion de mitocondrias disfuncionales mediante autofagia se conoce como
mitofagia, el proceso una mezcla entre la macroautofagia y la autofagia mediada por chaperonas
pero las cascadas de sefiales activadas son diferentes. Existen dos vias de activacién de este
proceso, la primera cuando existe una disminucién del potencial de membrana se activa la
quinasa PINK1, localizada en la membrana externa de la mitocondria que fosforila Mfn2 para
que actue reclutando a Parkina. Esta fosforila multiples sustratos en la membrana externa de la
mitocondria entre ellos a la ubiquitinina E3 para que pueda activarse la autofagia. Esta E3 es
reconocida por multiples proteinas en la membrana del fagéforo, como NDP52 o optineurina
(OPN) que inducen la formacién del autofagosoma en torno a la mitocondria que ha activado el

proceso (Figura 2.7.5 A) [96,97].

En la enfermedad de NP-C se ha observado una desregulacién de la funcidn y organizacién de la
mitocondria, posiblemente a causa de un aumento de colesterol en la membrana interna. Las
mitocondrias de las células afectas son mas pequefias y redondeadas y presentan alteraciones
en la distribucion de lamembrana interna [98]. Ademds, como ya se ha comentado en apartados
anteriores de esta introduccién, se ha observado que el proceso de macroautofagia no se realiza
correctamente, por lo que lisosomas y mitocondrias disfuncionales se acumulan en el interior
de la célula [99]. Otras alteraciones que se observan a causa de mutaciones en el gen NPC1 es
un incremento en la produccién de ROS a causa de un déficit de la concentracion de glutation
(GSH) en la mitocondria, ya que el incremento de colesterol en la membrana interna de esta
bloquea el canal por el que se internaliza. Este incremento de ROS provoca un bloqueo de la
salida de calcio de la mitocondria y este cambio en la concentracidn idnica potencia la actividad
de las enzimas productoras de ROS entrando en un circulo vicioso que provoca la

disfuncionalidad de la mitocondria (Figura 2.7.5 B) [100].

Una posible solucidn a este incremento de ROS a nivel celular es el efecto antioxidante de la
vitamina E, pero se ha observado que esta se transporta a través del lisosoma y su liberacién
esta regulada por las proteinas NPC, de modo que la capacidad antioxidante de la célula también

se encuentra reducida en estos pacientes (Figura 2.7.5 B) [100].
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2.8 DIAGNOSTICO

El diagndstico de la enfermedad de NP-C es complejo, principalmente por la inespecificidad de
las manifestaciones clinicas, pero también a causa de la ausencia de un test diagndstico rapido
y preciso como existe en otras enfermedades de depdsito lisosomal (EDLs) en las que el
problema reside en un déficit enzimdtico. Pero la importancia de la realizacién de este
diagndstico en el menor tiempo posible y con la mayor seguridad es crucial, sobre todo desde

gue existen tratamientos que pueden reducir el avance de la sintomatologia neuroldgica.

Por este motivo se ha planteado un posible algoritmo diagndstico para seguir en aquellos casos
con sospecha de NP-C y que consiste en la evaluacion clinica, el estudio de biomarcadores de
EDLYy el estudio de los genes NPC1 y NPC2. En funcidén de los resultados obtenidos, el estudio se
completara con el test de tincidn por filipina, con intencidn de esclarecer los resultados y poder

realizar un diagndstico fiable (Figura 2.8.1) [101,102].
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Figura 2.8.1. Algoritmo diagndstico para la enfermedad de NP-C. Adaptado de Patterson et al. 2017

2.8.1 Evaluacion clinica

Ya se ha comentado recurrentemente en esta introduccién, la diversidad e inespecificidad de

las manifestaciones clinicas que presentan los pacientes con la enfermedad de NP-C, lo que hace

que el diagnéstico pueda realizarse en un amplio grupo de servicios hospitalarios. A pesar de

esta diversidad clinica, una correcta anamnesis y una evaluaciéon de la historia familiar del

paciente son imprescindibles para poder sospechar de la presencia de la enfermedad y

diferenciarla de otras metabolopatias [45].
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Para facilitar la identificacion de posibles afectos de NP-C, en 2012 se desarrollé un indice
sospecha para NP-C (NPC-SI, ver enlaces). Un sistema de puntuacion para las manifestaciones
clinicas que, considerando la combinacidn de sintomatologia y la historia familiar, otorga un
riesgo de sufrir la enfermedad a cada sujeto y la recomendaciéon o no, de aplicar técnicas
diagndsticas [103]. Este sistema presentaba una limitacién importante ya que la dificultad de
identificar la sintomatologia neurolégica y psiquiatrica en menores de 4 afios no permitia la
correcta utilizacién del mismo [103, 104]. Por este motivo, se realiz6 una ampliacidn del estudio,
incluyendo mas pacientes de este grupo, dando mas valor a la sintomatologia visceral en esta
franja de edad [105]. Una reevaluacién de la puntuacién obtenida por la presencia de
sintomatologia de diversos grupos (visceral, neuroldgica o psiquiatrica) y un cambio en la escala
de puntacion, junto con la incorporacion del sistema de puntuacién para menores de 4 afios han

permitido modificar esta herramienta hasta su forma actual (Figura 2.8.2) [106].
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Figura 2.8.2. Cuestionario para calcular el NPC-SI. En la pagina anterior: NPC-SI para menores de 4 afios.
Sobre estas lineas: NPC-SI para mayores de 4 afios. Imagen adaptada de http://www.npc.si.com

Esta herramienta permite englobar a los pacientes en tres grupos de riesgo en funcién de la
puntuacion otorgada. Para el grupo formado por menores de 4 afios, se considera alto riesgo
tener 6 6 mas puntos, mientras que el riesgo se considera bajo con menos de 3 puntos. A la
puntuacion intermedia se le otorga un riesgo moderado. Para los adultos se consideran de alto

riesgo puntuaciones a partir de 40 y de bajo las inferiores a 20.

Al realizar la exploracion clinica del paciente, es importante tener en cuenta que, existen 12
grupos de riesgo entre pacientes de otras enfermedades donde la probabilidad de ser afecto de
enfermedad de NP-C es mayor que en la poblacién general. Algunos de estos grupos son los

pacientes con ataxia tempranas de origen incierto o con distonias, sujetos con deterioro
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cognitivo temprano o demencia fronto-temporal, parkinsonismo precoz o inflamacidn crénica

del sistema nervioso central [15].
2.8.2 Estudios de transporte de colesterol

Estas técnicas se basan en la tincidn del colesterol en células “in vivo”, esto requiere la
realizacion de técnicas invasivas, ya que es necesaria una biopsia de piel y un cultivo de la misma
para poder realizarlas. Eso supone, ademas, que los resultados se demoran ya que el cultivo
debe instaurarse y crecer lo suficiente para poder analizarlo. Ademas, al tratarse de técnicas de
tincidn, es de crucial importancia disponer de personal formado, ya que se la interpretacién es

compleja y puede ser altamente sugestiva.
2.8.2.1 Test de tinciodn filipina

El test de tincién mediante filipina se basa en la capacidad de un compuesto fluorescente,
aislado de la Streptomyces filipinensis de unirse al colesterol no esterificado, permitiendo su

visualizacién al microscopio.

El protocolo para realizarlo se establecié en 1988 en Lyon. Requiere la realizacién de una biopsia
de piel, y el cultivo en duplicado del mismo. Brevemente consiste en mantener los dos cultivos,
uno con medio normal y otro enriquecido en LDL, para posteriormente levantarlos, fijarlos y
tefiirlos con la sustancia fluorescente que se visualiza al microscopio con un filtro de excitacion

a 365nm.

Existen cuatro patrones que cuantifican la expresion, las células de un sujeto sano no muestran
positividad a la tincidon, mientras que podemos encontrar pacientes con tres fenotipos
diferentes. Un fenotipo variante en el que observamos positividad en menos del 50% de las
células del cultivo normal y entre un 50-75% en el cultivo suplementado. Un fenotipo intermedio
con positividad de entre el 60-90% en el cultivo estdndar y 80-90% en el rico en LDL v,
finalmente, un fenotipo clasico con una positividad del 90-100% en ambos cultivos (Figura 2.8.3)

[107].
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Figura 2.8.3. Microscopia de fluorescencia para la tincidn filipina. La imagen muestra un sujeto normal y los
tres fenotipos posibles en pacientes NP-C. Imagen adaptada de Vanier et al., 2015.

2.8.2.2 Medida de la esterificacion del colesterol

Este test estd practicamente obsoleto a causa de las complicaciones técnicas y la baja

sensibilidad frente al test de tincidn filipina.

Se basa en la incapacidad de las células de afectos de NP-C para transportar el colesterol no

esterificado al reticulo endopldsmico donde debe esterificarse [101].

Dos cultivos de fibroblastos del sujeto a estudio se mantienen en medio rico en LDL, al que se le
afiade acido oleico [*H] 4 horas antes de sacrificarlos. Se extraen y separan los lipidos y se mide
el colesteril oleato radioactivo, haciendo la media de los dos cultivos. Los pacientes con un
fenotipo filipina cldsica practicamente no muestran formacion de colesterol esterificado,
mientras que los sujetos con un fenotipo intermedio muestran un déficit moderado. Esta técnica

no permite identificar aquellos individuos con un fenotipo variante [61].
2.8.3 Biomarcadores

La determinacion de biomarcadores de EDL, no proporciona una informacién especifica para el
diagnéstico de la enfermedad de NP-C pero si puede ser altamente orientativa. Hoy, no hay un

biomarcador especifico, pero cada vez hay mas marcadores a tener en consideracion.
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2.8.3.1 Actividad de la enzima quitotriosidasa

La enzima quitotriosidasa (QT) es una citinasa elevada en multiples EDLs y ampliamente utilizada
para el diagndstico y monitorizacién de la enfermedad de Gaucher [108-110]. La actividad
normal de enzima quitotriosidasa se encuentra en un rango entre 8 y 132 nmol/mL/h mientras
que en sujetos afectos de enfermedad de NP-C tiene valores de entre 553 +479 y 856 +721

nmol/mL/h [108, 111, 112].

Su determinacién no es util en el 100% de los casos, ya que en la poblacidn europea existe un

polimorfismo (NM_003465:¢.1049 1072dup24) que anula la actividad de la enzima [113].
2.8.3.2 Cuantificacion de la concentracion CCL18/PARC

La quimiocina ligando 18 (CCL18)/quimiocina reguladora de activacién pulmonar (PARC) se
sintetiza en baja cantidad en los monocitos/macréfagos (10-72 ng/mL), pero que se eleva
cuando estos estan activados[114]. Esta elevacién se observa en EDLs como la enfermedad de

Gaucher (237-2285 ng/mL), la enfermedad de NP-A/B o en la enfermedad de NP-C [115].

En los sujetos con NP-C se ha observado una elevacion de la quimiocina pero los valores oscilan

bastante entre las publicaciones, entre 112-874 ng/mLy 481-370 ng/mL [108,116].
2.8.3.3 Cuantificacion de la concentracion de oxisteroles

El estrés celular provocado por la acumulacién del colesterol no esterificado en el interior del
lisosoma provoca un incremento en la produccién de especies oxigeno-reactivas (ROS). Estas
provocan la oxidacién de colesterol, formando oxisteroles como el colestano 3f3,5a,6B-triol o el
7-cetocolesterol (7-CC) [101]. Estos se han visto elevados en pacientes afectos de NP-C,
presentando una elevada capacidad discriminatoria, aunque no son especificos ya que también
se encuentran elevadas en otras patologias como NP-A/B o en el déficit de lipasa acida lisosomal
(DLAL) y en situaciones fisioldgicas como la elevacién observada en neonatos [117, 118]. Otro
de los problemas que presentan como biomarcadores de la enfermedad la elevada complejidad
técnica de su determinacion, ya que se realiza mediante cromatografia liquida acoplada a un
espectdmetro de masas en tandem, que hace que su disponibilidad se reduzca a laboratorios

especializados [101].
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2.8.3.3.1 7-Cetocolesterol

El colesterol al ser atacado por las ROS genera mediante una reaccién no enzimatica 7-
hidroperdxido colesterol, este se degrada en dos metabolitos, el 7-cetocolesterol y el 7-a/b-

hidroxicolesterol (Figura 2.8.4) [119].
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Figura 2.8.4. Proceso de formacidn del 7-cetocolesterol.

Se ha detectado una elevacion de este metabolito en los afectos de NP-C, con concentraciones
superiores a 200 ng/mL en los afectos versus un valor medio en los controles de 16 ng/mL

[108,119,120].

Existe controversia sobre su utilidad, ya que en algunos estudios lo consideran un metabolito
inestable con una alta variabilidad, en cambio en otros trabajos se considera que su estabilidad

a largo plazo es mayor que la del colestano 3f3,5a,6[-triol [121].
2.8.3.3.2 Colestano 3f3,5a,6f3-triol

Se trata de otro metabolito de la oxidacidon no enzimatica del colesterol. Cuando se oxida el
colesterol puede derivar en un 50,60 epdxido que se degrada a colestano 3f3,5a,6[3-triol (Figura

2.8.5).
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Figura 2.8.5. Proceso de formacion del
colestano 3b-5a-6b-triol.
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Este metabolito se ha detectado elevado en pacientes de NP-C, y aunque tampoco es especifico
parece ser mas sensible que el 7-CC pero menos estable [121,122]. Sus valores en poblacion
normal la media de concentracion es de 16 ng/mL mientras que en afectos de NP-C se elevan
hasta 130 ng/mL. Estos rangos son ampliamente variables seguin la publicacidn analizada, ya que
en otras la media se situa en 4 ng/mL y los pacientes tienen valores que oscilan de 16,3 a 608

ng/mL [119, 123].
2.8.3.4 Lisoesfingolipidos

Los lisoesfingolipidos son metabolitos tdxicos que se generan en multiples esfingolipidosis por
la pérdida de un grupo N-acilo en los esfingolipidos. Se ha observado que la lisoesfingomielina
se encuentra elevada en afectos de NP-C, en menor medida de lo que se observa en pacientes
de NP-A/B. La lisoesfingomielina-509 es un analogo carboxilado dela primera y su elevacion es
mayor en los pacientes de NP-C que en los de NP-A/B, por lo que puede ser mas especifica para
la enfermedad que nos atafie [61]. Es la ratio entre los dos metabolitos, lo que mejor discrimina

entre estas enfermedades [124].

La determinacion de estos analitos debe realizarse a partir de sangre total anticoagulada con
EDTA, ya que recientemente se ha probado que su capacidad discriminatoria disminuye
drasticamente cuando se trabaja con gota de sangre seca. Segln varios estudios recientemente

publicados, la lisoesfingomielina no muestra elevacién en las muestras recogidas con esta
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matriz, mientras que la lisoesfingomielina-509 si, pero con un amplio solapamiento con los

controles [125].

Del mismo modo que los oxisteroles, estos metabolitos se analizan mediante cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de masas, por lo que su aplicacion se limita a laboratorios con
esta equipacién. Ademds, la determinacidn de la lisoesfingomielina-509 presenta otra

limitacion, ya que no existe un estandar interno para la misma [124].
2.8.3.5 Metabolitos de los acidos biliares

Se han identificado multiples metabolitos de 4acidos biliares elevados en pacientes de

enfermedad de NP-C [61,101].

Entre estos metabolitos se encuentran el 3acido 3b-hidroxi,7-b-N-acetilglucosaminilo-5-
colenoico (NPCBA1) y la 3b,5a,6b-trihidroxicolanil-glicina (NPCBA2) se encuentran elevados
respecto a los controles entre 40 y 10 veces en afectos que NP-C, aunque a causa de un
polimorfismo genético el primero puede no detectarse en la poblacidn, del mismo modo que

sucede con la actividad quitotriosidasa [126].

2.8.4 Estudio genético

2.8.4.1 Secuenciacion de NPC1y NPC2

A causa de laimplementacién y el descenso del coste de las técnicas de secuenciacion, el analisis
de los genes responsables de la enfermedad de NP-C se ha extendido. Actualmente se
recomienda realizarlo a todos los pacientes y no sélo como test confirmatorio en casos dudosos

[61].

El estudio mas habitual para los genes NPC1 y NPC2 es la técnica Sanger realizdndose para los

30 exones y para la regién de unidn con los intrones [101,127].

A pesar de la gran capacidad definitoria de la técnica cuando se detectan variantes asociadas a
patogenicidad en los dos alelos, existen casos con biomarcadores o tincidn filipina positivos en
los que solamente se detecta una o no se detecta ninguna variante asociada a patogenicidad

[61,101].
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Cuando las variantes observadas son nuevas o su efecto se desconoce es necesario realizar un
estudio bioinformatico para valorar su riesgo de patogenicidad. Para ello existen un gran
numero de predictores “in silico” con un amplio espectro de andlisis, desde la secuencia
gendmica hasta la estructura terciaria de la proteina, pasando por el andlisis de la estructura
primaria. Pero estas aplicaciones bioinformaticas solamente proporcionan predicciones y no

confieren una seguridad absoluta del efecto del cambio [128].

2.8.4.2 Estudio del cDNA

Como se muestra en la figura 1.10 cuando los resultados de los estudios diagndsticos son
confusos, se debe profundizar mas en el estudio de los genes responsables de la enfermedad
[101]. Una de las opciones es el estudio de la secuencia del cDNA que nos proporcionard
informacidn sobre las alteraciones presentes en el RNA mensajero, pudiendo identificar con
certeza variantes que afecten al ayuste y permitiendo la identificacidon de variantes situadas en

los intrones a causa de la insercién de nuevos pseudoexones o delecidn de exones [129].

2.8.4.3 MLPA

También se han observado deleciones de gran tamafio en los genes responsables de NP-C, estas
deleciones son dificiles de identificar por técnicas de secuenciacién convencional, ya que cuando
se encuentran en heterocigosidad aparecen como grandes regiones en las que los polimorfismos
que se puedan detectar parecen variantes homocigotas, pudiendo generar problemas para
identificar el patron de segregacion familiar, y cuando se encuentran en homocigosidad impiden

la amplificacién de la region y por lo tanto su analisis [130].

Para identificar estas grandes deleciones se desarrollé la técnica de amplificacién de sondas
dependiente de ligandos multiples (MLPA). Esta permite evaluar la dosis existente de cada una
de las regiones que analiza por lo que se pueden detectar deleciones o duplicaciones de

fragmentos del gen [131].

2.8.4.4 Secuenciacion mediante NGS

La reduccion del coste y la implementacién de las técnicas de secuenciacién masiva estan
facilitando el acceso a estas. El disefio de paneles para la identificacién de enfermedades de

depdsito lisosomal en los que se incluyen los genes responsables de NP-C, asi como paneles para
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otros grupos de riesgo en los que también se incluyen NPC1 y NPC2 (como paneles para ataxias,
colestasis o esplenomegalia) estdn facilitando la implementacion de cribados en los que
identificar nuevos pacientes de forma precoz [132—-134]. Del mismo modo el incremento de

estudios de exomas completos también facilitan esta identificacion [14,135] .
2.9 TRATAMIENTO

No existe un tratamiento curativo para la enfermedad de NP-C, por lo que el abordaje

farmacolégico consiste en reducir y retrasar la aparicién de los sintomas.
2.9.1 Miglustat

La N-butildeoxinojiromicina (Miglustat; Zavesca®, Actelion Pharmaceuticals, Allschwil, Suiza) es
el Unico tratamiento aprobado en Europa, desde 2006, para la sintomatologia neurolégica en

nifios y adultos con enfermedad de NP-C [136,137].

Es un iminoazlcar de pequefio tamafio y soluble en agua capaz de atravesar la barrera
hematoencefalica, cuyo mecanismo de accidon es la inhibicién parcial de la sintesis de
glicoesfingolipidos [138]. Esta inhibicion reduce el acimulo de estos en el lisosoma y por lo tanto
la sintomatologia neuroldgica que provoca. Su efecto se extiende restableciendo las balsas
lipidicas y la funcién de los complejos Il y IV de la membrana mitocondrial ademas, proporciona
proteccion contra el estrés oxidativo y reduce la degeneracion axonal [139]. Recientemente se
ha comprobado que el tratamiento con Miglustat enlentece la progresidn de alteraciones en la

sustancia blanca [140].

Se administra por via oral y se absorbe rapidamente, presentando la maxima concentracién
plasmatica a las 2 horas de su administracidn y una vida media en el organismo de 6-7 horas
eliminandose principalmente por via renal. La ingesta de alimentos junto con el farmaco reduce

la absorcion del mismo pero no a niveles clinicamente relevantes [136].

Los efectos adversos mas frecuentes (80% de los pacientes tratados) se centran en el sistema
gastrointestinal, provocando diarreas, flatulencias y dolor abdominal que generalmente se
maneja facilmente sin asistencia médica. El mecanismo causal mas probable es la inhibicion de
disacaridasas gastrointestinales. Ademas, los pacientes pueden presentar alteraciones

sanguineas, neuroldgicas, neuromusculares, etc. (Tabla 2.9.1) Estudios en animales han
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demostrado también una reduccion de la espermatogénesis durante el tratamiento y toxicidad

reproductiva, por lo que se desaconseja su administracion durante el embarazo. Asi mismo, el

desconocimiento existente sobre el efecto en la leche materna recomienda evitar su

administracién durante la lactancia [136,139].

SISTEMA AFECTADO

Sangre y Sistema Linfatico

Metabolismo y Nutricién

Psiquidtricos

Sistema Nervioso

Gastrointestinales

Musculo-esquelético y

Tejido Conjuntivo

FRECUENCIA

Frecuente

Muy frecuente

Frecuente

Muy frecuente

Frecuente

Muy frecuente

Frecuente

Frecuente

TRASTORNO
Trombocitopenia
Pérdida de peso
Disminucidn del apetito
Depresién
Insomnio
Disminucidn de la libido
Temblores
Neuropatia periférica
Ataxia
Amnesia
Parestesia
Hipoestesia
Cefalea
Mareo
Diarrea
Flatulencia
Dolor abdominal
Nauseas
Vomitos
Distensién/molestia abdominal
Estrefiimiento
Dispepsia
Espasmos musculares

Debilidad muscular

77



INTRODUCCION

Fatiga

Astenia
Generales Frecuente
Escalofrios

Sensacion de malestar

Tabla 2.9.1. Efectos adversos notificados en ensayo clinico o de forma espontanea durante el tratamiento
con Miglustat. Clasificacidn de la frecuencia: Muy frecuente >1/10; Frecuente > 1/100; Poco frecuente
>1/1.000; Rara 21/10.000; Muy rara =1/100.000. Las reacciones estan listadas por gravedad dentro de
cada grupo de frecuencias. Adaptado de la ficha técnica

2.9.2 Ciclodextrinas (ensayo clinico)

Las ciclodextrinas son oligosacaridos ciclicos con un exterior hidrofilico y una cavidad interior
hidrofdbica, por lo que son moléculas con una elevada solubilidad. Esta caracteristica ha hecho

que se utilicen como excipientes en multiples complejos farmacolégicos [141].

Actualmente existen dos compuestos de 2-Hidoxipropil-B-ciclodextrinas (HPBCDs) que se

encuentran en ensayo clinico para su uso farmacolégico en la enfermedad de NP-C.

El ensayo con VTS-270 (Vtesse Inc., Gaithersburg, MD) como compuesto activo se encuentra
reclutando pacientes para las fases 2/3 de ensayo clinico que tenian previsto finalizarse en
marzo 2018, pero aun no hay resultados (ldentificador del estudio en ClinicalTrials.gov:

NCT02534844; ver enlaces).

El estudio en fase 1 (NCT01747135) ha demostrado que la administracién intratecal del
compuesto es segura y bien tolerada a dosis de hasta 1.200 mg. Como efectos adversos se han
observado casos de ataxia y fatiga tras la administracién que han resultado ser dosis-limitantes,
pero la otoxocidad observada ha sido menos limitante de lo previsto segun los resultados en
estudios animales. A nivel de eficacia, el estudio en fase 1 ha mostrado una mejora en los niveles
de los biomarcadores analizados en liquido cefalo-raquideo, indicando una movilizacién de los

depdsitos de colesterol a nivel neuronal [142].

El ensayo con Trappsol® Cyclo™ (CTD Holdings Inc., Alachua, FL) se encuentra en fase 1/2 para
evaluar su eficacia y seguridad mediante inyeccién intratecal de tres dosis diferentes del
compuesto en 12 pacientes con NP-C. El estudio se iniciéd en marzo 2017 y su finalizacidn esta
prevista para diciembre 2018, actualmente se encuentra reclutando pacientes (ldentificador:

NCT02912793; ver enlaces).
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2.9.3 Arimoclomol® (ensayo clinico)

Las proteinas de choque térmico se generan en la célula como respuesta a una situacién de
estrés y actuan como chaperonas, ayudando a las proteinas que se estdn desnaturalizando por
culpa de ese estrés, a conservar su estructura y por lo tanto su funcionalidad. En la familia de
proteinas HSP con un peso de 70kDa esta funcién se relaciona con el lisosoma ya que se ha
observado que forma complejos con la membrana lisosomal aunque el mecanismo exacto se

desconoce [143].

Arimoclomol (Orphazyme, Copenhagen, Dinamarca) es una HSF70 humana recombinante que
se encuentra en fase 2/3 de ensayo clinico para el tratamiento de NP-C (Identificador
NCT02612129, ver enlaces). Estudios en fibroblastos y ratones deficientes para el gen NPC1, asi
como estudios con otras neuropatias, han demostrado su eficacia en el tratamiento de la

sintomatologia neuroldgica [144].

Estudios de la molécula a diferentes concentraciones han demostrado su eficacia y seguridad en
pacientes con esclerosis lateral amiotrofica, asi como su capacidad para cruzar la barrera

hematoencefilica [145,146].
2.9.4 Vorinostat® (ensayo clinico)

Se ha observado una desregulacion de la acetilacion de las histonas en células deficientes en el
gen NPC1 y su recuperaciéon cuando estas células se tratan con un inhibidor de histona
deacetilasas (HDACi). El inhibidor utilizado es Vorinostat (Zolinza®) que ademas tiene la
capacidad de atravesar la barrera hematoencefdlica [147]. Estudios en fibroblastos
demostraron que dosis de hasta 10uM del compuesto pueden normalizar el acimulo de

colesterol [148].

El ensayo clinico con Vorinostat en pacientes con enfermedad de NP-C se inicié en abril de 2014
y se completd en diciembre de 2016 (NCT02124083, ver enlaces), analizandose la seguridad y

eficacia del tratamiento en 12 pacientes, pero los resultados alin no se encuentran publicados.

Uno de los problemas que presenta esta molécula es su poca solubilidad que podria comportar
una rapida eliminacidn y reducir su capacidad de distribuirse por los tejidos. Por este motivo se

estan realizando estudios que combinan las ciclodextrinas (altamente solubles) con el Vorinostat
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para crear una molécula con una mayor biodisponibilidad. Este compuesto hibrido permite una
mayor vida media del farmaco facilitando su accesibilidad al cerebroy se ha comprobado que
frena la progresion de la enfermedad neurolégica y reduce la inflamacion sistémica en modelos

animales [149].
2.9.5 Carbonato de litio (ensayo clinico)

Recientemente, en julio de 2017 se ha abierto un nuevo ensayo clinico en fase 1/2 para
comprobar la capacidad protectora del carbonato de litio a nivel cerebral en pacientes con NP-

C (identificador: NCT03201627, ver enlaces).
2.9.6 Acetil-DL-leucina

En 2015 se publicé una serie de doce pacientes de enfermedad de NP-C tratados con acetil-DL-
leucina (Tanganil®, Pierre Fabre, Castres, Francia), observandose una mejoria en la ataxia que

presentaban y en consecuencia una mejora en la calidad de vida de los pacientes [150].

En Francia, lugar de realizacién del estudio, el tratamiento con acetil-DL-leucina estd aprobado

para el tratamiento del vértigo desde 1957 pero su mecanismo de accidn se desconoce [150].
2.9.7 Terapia génica

Actualmente se estdn desarrollando estudios con modelos animales y celulares, para probar la
eficiencia de la terapia génica utilizando AVV9 como vector. Los resultados muestran una
mejoria significante en los ratones, pero a nivel cerebral el tratamiento es poco eficaz. Para
mejorar su eficacia a nivel neuroldgico se estan probando nuevos serotipos del vector,

obteniendo resultados prometedores [151].
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 HIPOTESIS

La dificultad que plantea el diagndstico de la enfermedad de Niemann-Pick C induce a la
busqueda de indicadores diagndsticos a tres niveles: técnicas simplificadas de cribado, andlisis
de los mejores biomarcadores y profundizar en el estudio genético. Estas mejoras permitirian la

identificacién precoz de pacientes con riesgo de desarrollar daifo neuroldgico irreversible.
3.2 OBJETIVOS

Para dar respuesta a estas necesidades nos planteamos una serie de objetivos distribuidos en
dos grandes bloques, un primer apartado en el que se intenta mejorar el cribado y la evaluacidn
de biomarcadores para la enfermedad, y un segundo bloque, de estudio molecular, en el que se
pretende mejorar el conocimiento de los genes implicados y de posibles mecanismos

reguladores de los mismos.

Los objetivos detallados se presentan a continuacion:

3.2.1 BLOQUE 01: Estudios para detectar la enfermedad

3.2.1.1 Desarrollo de nuevos sistemas de cribado para NP-C

Este objetivo pretende desarrollar un nuevo sistema de cribado, simple, rdpido y econédmico
para detectar posibles pacientes de enfermedades de depdsito lisosomal asociadas a

alteraciones en el transporte del colesterol.

3.2.1.2 Mejorar la determinacion vy valoracion combinada de

biomarcadores

Este objetivo pretende discernir la constelacion de biomarcadores mas sensibles y especificos
en la enfermedad de Niemann-Pick tipo C. Para ello se ha evaluado la puntuacion otorgada en
el NPC-SI y se ha comparado con las concentraciones plasmaticas de 7-cetocolesterol y

CCL18/PARC Yy la actividad quitotriosidasa corregida por el genotipo.
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3.2.2 BLOQUE 02: Estudio genético de la enfermedad de NP-C

3.2.2.1 Caracterizacion de los genes NPC1 y NPC2 en poblacidn espaiiola

Las variantes génicas pueden ser diferentes entre poblaciones. El efecto fundador puede
provocar una desproporcidn entre la frecuencia de variantes patogénicas. Ademas, la
identificaciéon de una variante mas frecuente entre la poblacién a estudio facilita el diagndstico
de la enfermedad y reduce costes. Por lo tanto, en este apartado nos proponemos conocer la

distribucidn de variantes en los genes NPC1 y NPC2 en nuestra poblacion.
3.2.2.2 Asignacion de efecto a variantes de significado incierto

Uno de los principales problemas para el diagndstico de la NP-C es el gran nimero de variantes
sin significado conocido. Cuando estas variantes se combinan entre ellas o con una variante

patogénica no podemos afirmar que sean causantes de la enfermedad.

Por este motivo, en este objetivo pretendemos evaluar varias de estas variantes observadas en

nuestra poblacidon para asignarles un efecto benigno o patogénico.
3.2.2.3 Otros factores que pueden afectar la expresion del gen NPC1

Existen otros factores, externos a la secuencia del gen NPC1 que pueden estar afectando a su
expresiony por lo tanto pueden estar implicados en la expresion fenotipica de la NP-C. Pudiendo
existir otros genes implicados en el desarrollo de la sintomatologia, asi como microRNAs que

regulen la expresion del gen NPC1.

Evaluar caracteres genéticos comunes en los sujetos con sintomatologia de la enfermedad y sin
una justificacién genética para los mismos asi como evaluar la presencia de alteraciones en el
miR33a podria esclarecer el mecanismo por el que se desarrolla la enfermedad en estos

pacientes. .
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4.1 MATERIAL

4.1.1 Pacientes

Los sujetos a estudio se han dividido de la siguiente manera en base a los objetivos marcados:

e Objetivo 1: para su realizacidn se ha incluido 121 sujetos incluyendo controles sanos y
pacientes con sospecha de NP-C, y DLAL.

e Obijetivos 2 ,3 y 4: para su realizacién se han incluido 180 individuos con sospecha de
NP-C, todos ellos se trataban de casos indices.

e Objetivo 5: para su realizacién se han incluido 11 sujetos, con manifestaciones clinicas

de NP-C pero sin un diagndstico genético concluyente.

Todos los sujetos han sido informados del estudio y se les ha entregado hoja informativa y
consentimiento informado para la cesién de las muestras bioldgicas destinadas a la
investigacion. En la Unidad de Investigacion Traslacional del Instituto de Investigacidn Sanitaria
Aragon (IIS Aragdn) en el Hospital Universitario Miguel Servet, se recibe ademas de la muestra
extraida, dicho consentimiento informado firmado. Este fue aprobado por el Comité de Etica de
Investigacion Clinica de Aragdn (CEICA), del Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud (Zaragoza,
Espafia) y la investigacion llevada a cabo cumple los principios éticos para la investigacién con
humanos recogidos en la Declaracion de Helsinki (Finlandia, 1964) y sus posteriores

modificaciones (Brasil, 2013).

A los pacientes con sospecha clinica de NP-C se les aplico el indice de sospecha (NPC-SI, ver
enlaces), segun la versién de 2016[105,106], para la orientacion en el diagndstico de la
enfermedad. Este indice otorga un riesgo de padecer NP-C en base a sintomatologia visceral,
neurolégica y psiquidtrica, y como se combinan estos sintomas. Ademas, tiene en consideracion
los antecedentes familiares y la edad del paciente, ya que existen dos sistemas para realizar el

calculo en funcién de si el sujeto es mayor o menor de 4 afios.
4.1.2 Material bioldgico

En el presente trabajo se han utilizado muestras bioldgicas de los individuos descritos en el

apartado 3.1.1 con sospecha de sufrir enfermedad de depdsito lisosomal (EDL), principalmente
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enfermedad de Niemann Pick tipo C (NP-C) aunque también se han incluido en alguno de los
apartados de analisis muestras de déficit de lipasa acida lisosomal (DLAL), ya sea como controles

o por el interés que reportaba trabajar con las diferentes enfermedades simultdneamente.

Todas las muestras de pacientes provienen de excedente de material obtenido para el

diagndstico clinico. Los especimenes bioldgicos con los que se realiza el proyecto son:

1. Sangre total (10 mL) obtenida por puncién venosa recogida en tubo con anticoagulante
K2 EDTA.

2. Sangre total (3 mL) obtenida por puncidn venosa y recogida en tubo TEMPUS, especifico
para la preservacion del RNA.

3. Plasma.

4. DNA procedente de leucocitos.

5. RNA procedente de leucocitos.
4.1.3 Aparatos e instrumentos

La mayor parte del aparataje utilizado para el desarrollo del proyecto se ubica en la Unidad de
Investigacion Traslacional del Hospital Universitario Miguel Servet, formando parte de las

instalaciones el Instituto de Investigacién Sanitaria Aragdn (lIS Aragén).

A continuacidn, se indican los instrumentos utilizados para el desarrollo del proyecto,
remarcando la ubicacién del mismo sélo en aquellos casos en los que varia de la anteriormente

citada (Tabla 4.1.1).

FUNCION NOMBRE MODELO MARCA OBSERVACIONES
Material de plastico y disoluciones
Autoclave 80-LRV Matachana
Esterilizacion (1209C, 1 atm, 20 min)
Estufa de secado  UFP800ODW Memmert Secado de material a 652C
Balanza analitica KB 800-2 Kern
Pesado Balanza de Denver
TP-214
precision Instruments
MDF-U54V Sanyo Almacenamiento de muestras -802C
Ultracongelador
Almacena- MDF-U52VF Sanyo
miento PTE-O1-
Frigorificos Pecomark Almacenamiento general 42C
2_z2(E)HC
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FUNCION NOMBRE MODELO MARCA OBSERVACIONES
Efficient Edesa
3KEB5611 Balay
12.339 Koxka Zaragoza
Congeladores Almacenamiento general -202C
DGN3063 Liebherr
Finppipette  ThermoScientific
Micropipetas
Material Corning Lambda Plus
volumétrico Micropipetas
Finppipette  ThermoScientific
multicanal
Medida de pH pHmetro pH25 Crison
Bloques Multiplacas Selecta
térmicos TS-100 BioSan
Atemperado Atemperacion de medios y reacciones
Heraeus
Estufas Thermo
Series 6000
24D Labnet
Microcentrifugas
L1301-230V Labnet
Temperatura Procesado de muestras
Centrifugas 5702 Eppendorf
ambiente
5810R Eppendorf
Termostatizadas
Digicen21R Ortoalresa Procesado RNA
Applied
2720
Biosystems
Termocicladores Verity® 96 Applied
Well Biosystems
PCR ¢1000 Touch BioRad
Applied
ViiA7
Biosystems
Real-time PCR*
StepOne Applied
Plus Byosistems
3500 XL
Secuenciador Applied
Genetic Secuenciacion capilar tipo Sanger
Secuenciacion capilar* Bioystems
Analyzer
NGS** HiSeq 2000 Illumina Secuenciacion exdémica
Lector de
Sinergy HR BioTek Absorbancia
Técnicas microplacas
fluoriméticas y Nanodrop Applied
Nano-drop
espectrofotomé- 2000c Biosystems
Calidad DNA/RNA
tricas Thermo Fisher
Fluorimetro Qubit™ 3.0

Scientific
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FUNCION NOMBRE MODELO MARCA OBSERVACIONES
LSD45 PerkinElmer Fluorescencia
Cubetas T-B-Gel Scie-Plas
Fuentes de PowerPack
Electroforesis BioRad Muestras DNA/RNA
alimentacién HC
Transiluminador Gbox Syngene
4800plus
Espectrometro
Protedmica MALDI-TOF ABSciex
de masas*
/ TOF
Agitador de
PMS-1000 Grant-bio Determinaciones enzimaticas
placas
Agitador orbital F200 FALC DNA
Agitadores
Bio Vortex
Biosan
Vortex V1 Procesado de muestras
7001721 Selecta

Cabinas de flujo

Titan ScanlLaf Extraccion RNA
laminar

Tabla 4.1.1. Aparataje utilizado para el desarrollo del proyecto. *Estos equipos de encuentran ubicados
en el Centro de Investigacién Biomédica de Aragén (CIBA). **Este equipo se encuentra en la empresa
Sistemas Gendmicos (Valencia, Espaiia).

4.1.4 Reactivos

4.1.4.1 Reactivos generales

Los reactivos utilizados fueron de grado analitico o apto para biologia molecular. La mayoria de

ellos pertenecian a las casas comerciales Sigma-Aldrich, Merk, Gibco, Panreac® e Invitrogen.
4.1.4.2 Reactivos para estudios moleculares

Los iniciadores para PCR fueron obtenidos de la literatura o disefiados mediante el programa
informatico Oligo7 a partir de secuencias de referencia de la base de datos NCBI. Fueron
validados mediante PrimerBlast 3 y sintetizados por Integrated DNAes Scientific (IDT; Leuven,

Belgium).
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Las secuencias de los iniciadores utilizados para la amplificacién de DNA gendmico se muestran

en la siguiente tabla (Tabla 4.1.2).

Iniciadores para la amplificacién del gen CHIT1

REGION TAMANO
NOMBRE SECUENCIA
AMPLIFICADA FRAGMENTO
D-Ch-Ex10 5’-AGCTATCTGAAGCAGAAG-3’
Exon 10* 75 pb
R-Ch-Ex10 5’-GGAGAAGCCGGCAAAGTC-3’

Iniciadores para la amplificacién del gen NPC1

REGION 5
NOMBRE SECUENCIA TAMARNO FRAGMENTO
AMPLIFICADA
D-NPC1_Del(1) Regiodn intergénica 5'- TCATGCCACTAGACTACAACC -3'
7 Kb

R-NPC1_Del(1) Hasta intrén 01 5'- GCACACTGTCTTCATGACCA -3'
D-NPC1-Amp01 5'-UTR / 5'-AGAGCGTGGCCGGAGACA-3’ 501 pb
R-NPC1-Amp01 Exon 01 5’-GAAGGGCAACACGGGGAC-3’
D-NPC1-In01 5’-GCACCAATCGACACTCTAGC-3’

Intrén 01 902 pb
R-NPC1-In01 5’-ATCCTGCCGAAAGAAGCAAC-3’

5'-TGAGTGGGCACTTCTTGTTG-3'
Exén 02* 282 pb
5’- CACCTCCACCCTGCAATAAC-3'

D-NPC1-Amp02
R-NPC1-Amp02
D-NPC1-Amp03 5’- TGAGGAATGTTGACCTTACTCTAAC-3’
Exdn 03* 239 pb
R-NPC1-Amp03 5’-GAAAGCTGAGCATTACCAGTTC-3’
D-NPC1-Amp04 5- TTTAAAATCGTTCTTGCTGGC-3’
Exon 04* 304 pb
R-NPC1-Amp04 5’- CAATTTGCTCTGCTGTCCTG-3’
5’- TCTTGCCTCGTGAATTACAGC-3’
Exon 05* 302 pb
5’- ACTGTGCCCAGCCAGTTC-3’

D-NPC1-Amp05
R-NPC1-Amp05
5’- TTCAGTGGGCTTTTCTTTGAG-3’

Exon 06* 411 pb
5’- CAAATGAAAGCTCAAAGTGCC-3’

D-NPC1-Amp06
R-NPC1-Amp06
D-NPC1-Amp07 5’- TGGGATTACAGGAATGTCCC-3’
Exon 07* 233 pb
R-NPC1-Amp07 5’- GCAACCCCACTGAGGAAAC-3’
5’- ACTTTCAGGAACGGCTTGG-3’
Exdn 08* 494 pb
5’- CATGTAAAAGCCAGCAAACC-3’

D-NPC1-Amp08
R-NPC1-Amp08



NOMBRE

D-NPC1-Amp09
R-NPC1-Amp09
D-NPC1-In09

R-NPC1-In09

D-NPC1-Ampl0
R-NPC1-Amp10
D-NPC1-Ampll
R-NPC1-Amp11l
D-NPC1-Amp12
R-NPC1-Amp12
D-NPC1-Amp13
R-NPC1-Amp13
D-NPC1-Ampl4
R-NPC1-Ampl4
D-NPC1-Amp15
R-NPC1-Amp15
D-NPC1-Ampl6
R-NPC1-Ampl6
D-NPC1-Amp1l7
R-NPC1-Amp1l7
D-NPC1-Amp18
R-NPC1-Amp18
D-NPC1-Amp19
R-NPC1-Amp19
D-NPC1-Amp20
R-NPC1-Amp20
D-NPC1-Amp21
R-NPC1-Amp21
D-NPC1-Amp22
R-NPC1-Amp22
D-NPC1-Amp23
R-NPC1-Amp23
D-NPC1-Amp24
R-NPC1-Amp24

REGION
AMPLIFICADA

Exon 09*

Intrén 09

Exén 10*

Exon 11*

Exon 12*

Exon 13*

Exon 14*

Exon 15/
Exon 16*

Exon 17*

Exon 18*

Exdn 19*

Exén 20*

Exon 21*

Exdn 22*

Exon 23*

Exdn 24*

Exén 25 /
3’-UTR*

MATERIAL Y METODOS

SECUENCIA

5’- TGACCCTCAGGGCAATG-3’

5’- TTTGCTCACCTCTGGGTTATG-3’
5’-GCGTCCTCATAACCCCAGT-3’
5’-CAAGTCCTGTATGCCGGGTA-3’

5’- AGGGCCCATGTTGTCCTTAG-3’

5’- GGTAAGAAATTAACAAAACTGCCC-3’
5’- CCCCTGGTATGTGTCTAATTTTC-3’
5’- AAGTGTCTAGCTTCCCACAATG-3’

5’- AAAACGTGGCCTTTGTATCG-3’

5’- GAAAATAGATGTAGGCAACAGAAAC-3’

5’- AAGTGGGACAGACAACCCTG-3’

5’- CAGGAGCCATTCACAGTCC-3’

5’- ACACAAGGCAGCAAGAAATG-3’

5’- AGCTCCTTCTTTCTCCAGGC-3’

5’- CATGAACATAAGACCTGCAGAGAG-3’
5’- TCTTAGAAGGCATGTGATAATCTG-3'
5’- TGCTTAAGATTTTATTTCTGGTCG-3’
5’- AGCAGGCACTTGCTTGAAAC-3’

5’- GATCCTCGCCTTGCTTAGTTAC-3’

5’- GACTGCCTGGCTGAGAGC-3’

5’- TGAAACTAAAGACTTCCTCCCTG-3'
5’- CAAATAGGTATAAACTGAGGCACG-3’
5’- AAGAAAGTAATGCCCCTCACTG-3’
5’- CCATGCAACTGTCTTAGCCC-3’

5’- TTTGCTTAGCCTCAAGTGCTC-3’

5’- ACCCAGTGTAGGCCCTTTG-3’

5’- GTGACAGGATGAACACGCAG-3’

5’- TCTAAGACAGCCAATTCCCC-3’

5’- TGCCTAGGGTCTTCAACAGG-3’

5’- GAGGAGGATTACTTTGTGGTGC-3’
5’- CTTGAACCTGGGAGAAATCC-3’

5’- TCAGGATAGAATTCCCTTTCAG-3’

5’- TATGCCCAGCCAACTAGCTC-3’

5’- AGTGGTAAACCGACCGACC-3’

416 pb

915 pb

338 pb

229 pb

448 pb

305 pb

250 pb

504 pb

264 pb

319 pb

272 pb

319 pb

339 pb

370 pb

226 pb

321 pb

202 pb

TAMANO FRAGMENTO
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Iniciadores para la amplificacidn del gen NPC2

NOMBRE

D-NPC2-Amp01
R-NPC2-Amp01
D-NPC2-Amp02
R-NPC2-Amp02

NOMBRE

D-NPC2-Amp03
R-NPC2-Amp03
D-NPC2-Amp04
R-NPC2-Amp04
D-NPC2-Amp05
R--NPC2-Amp05

Iniciadores para la amplificacion del microRNA33a

REGION .
SECUENCIA TAMARNO FRAGMENTO

AMPLIFICADA

5’- ACAGGTTTGTCTTGTGACCG-3'
5’-UTR / Ex6n 01* 229 pb
5’- AGCCCCAGGGGTCTCAG-3'

5’- GCCTAGCTGGCTTATTTCTCC-3
Exén 02* 247 pb
5’- TCCATTCCCATGCTTATTCC-3'

REGION _
SECUENCIA TAMANO FRAGMENTO
AMPLIFICADA
5’- GACCCTAGGAATGCTGTTGC-3' 359 pb
Exdn 03*

5’- CCCATCTCTGCTTCTTGCC-3’

5’- CCAATTATGGATAGAAGTCAGGTC-3’
Exon 04* 193 pb
5’- TTTCTCCTCCACTTTCTTCCC-3’
Exdén 05 5’- CTTGCCCTAGGGTTATTGCC-3’
153 pb

/ 3’-UTR* 5’- GGTGCTGTCAAGAGTCTCAGC-3’

NOMBRE

D-primi33a
R-primi33a

REGION

SECUENCIA TAMANO FRAGMENTO

AMPLIFICADA

5’-AGGTGGACTCCTTTTTCATCCCTT-3’ 654 pb
Intrén 16 SREBP2
5’-TGCCCAGGTCCACTGACAATACTA-3’

Iniciadores para la amplificacién de SMPD1

NOMBRE

D-SMPD1_E03
R-SMPD1_E03
D-SMPD1_E06
R_SMPD1_E06

REGION .
SECUENCIA TAMANO FRAGMENTO

AMPLIFICADA

5-TGGGGAAGATGTCATGTATGCTTTTACCCT -3’
Exdn 03 718 pb
5’-GATGCCCTCTTTCTCCAACCTGTTCTAGTG -3’
Ex6n06 / 5’-CTACCGCCTGGCACAACCTGGTATA-3’
688 pb
3’-UTR 5’- AGATCTCCTTGCCCTGCTTGCCT-3’



Iniciadores para la amplificacion de ANK1

REGION .
NOMBRE SECUENCIA TAMARNO FRAGMENTO
AMPLIFICADA
D-ANK1 5'-GCCCCAGTGTTTGGACCAT-3’
Exon 39 762 pb
R-ANK1 5’-AGAGAAACGGAAGCACCACC-3

Iniciadores para la amplificacion de SPG7

REGION _
NOMBRE SECUENCIA TAMANO FRAGMENTO
AMPLIFICADA
D-SPG7 Exén 11 5’-AGCCTAGCCAACTTTGCGAAA-3’ ??? pb
R-SPG7 5’-CCACACAGCAGGAAAAGCATC-3’

Iniciadores para la amplificacién de POLG

REGION .
NOMBRE SECUENCIA TAMARNO FRAGMENTO
AMPLIFICADA
D-POLG 5’-TCATTTCCCAGCTGATGACGAC-3’
Exon 13 Pb
R-POLG 5’-GCTCCCTGCATAATAACAAATCGG-3’

Tabla 4.1.2. Iniciadores utilizados para la amplificacion de DNA. * Iniciadores no disefiados para el
proyecto. Se ha obtenido de publicaciones previas ajenas al grupo.

Las secuencias de los iniciadores utilizados para la amplificacion de cDNA se muestran en la

siguiente tabla (Tabla 4.1.3).

Iniciadores para la amplificacion del cDNA de f-Actina

REGION TAMANO
NOMBRE SECUENCIA
AMPLIFICADA FRAGMENTO
D-Actina Exones 04-06 5’- ACACTGTGCCCATCTACGAGG -3’ 621pb
R-Actina 5’- AGGGGCCGGACTCGTCATACT -3’

Iniciadores para la amplificacién del cDNA de NPC1

REGION TAMANO
NOMBRE SECUENCIA
AMPLIFICADA FRAGMENTO

D-cNPC1-A01 5’-AGGTGGACTCCTTTTTCATCCCTT-3’

Exones 01-06 716 pb
R-cNPC1-A01 5’-CACAGACAATAGAGCAGTCTTGGCA-3’
D-cNPC1-A02 5’-CCAAAGGCTGTGACGAGTCT-3’

Exones 06-09 769 pb
R-cNPC1-A02 5’-GTGCAGTTCGTGTTATACGG-3’
D-cNPC1-A03 5’-CCCTTTGGACCTCCGCTTGAC-3’

Exones 08-12 793 pb
R-cNPC1-A03 5’'-CCAGGAACGGGATGACTTCAATCAC-3’
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REGION TAMANO
NOMBRE SECUENCIA
AMPLIFICADA FRAGMENTO
D-cNPC1-A04 5’-TGACAGTGATGTCTTCACCGTTGTA-3’
Exones 11-16 745 pb
R-cNPC1-A04 5’-CGAAAGAGACTGATCCAATCCAAT-3’
D-cNPC1-A05 Exones 15-21 5’-CTGCTAAAGGACTGGTATGAGACCAA-3’ 798 pb
R-cNPC1-A05 5’-GATGGTCAGGTACTGTTCGTAGAAG-3’
D-cNPC1-A06 -CAGTGCCTACCGAGTATTTCCTTACAGTGT-3’
Exones 20-25 595 pb
R-cNPC1-A06 5’-CCTTTGTATCGCTCTTCAGTGGCACAACTT-3
Iniciadores para la amplificacién del cDNA de NPC2
REGION .
NOMBRE SECUENCIA TAMANO FRAGMENTO
AMPLIFICADA
D-cNPC2-A00 5’GTTTCCTGGCAGCTACATTCT-3’
Exones 1-5 798 pb
R-cNPC2-A00 5'GAGATGAGAAACGATCTGTACTGGG-3’

Tabla 4.1.3. Iniciadores para la amplificacién de cDNA.

La Taq polimerasa utilizada para la reaccién de PCR fue BioTools DNA Polymerase (BioTools,
Madrid) proporcionada junto a una solucién de MgCl, 50 mM y una solucion tamponadora (Tris

HCI 750 mM, KCI 500 mM y (NH4),S04 200 mM).

Los oligonucledtidos y las sondas TagMan utilizadas para qRT-PCR fueron disefiados y

sintetizados por Applied Biosystems (California, USA; Tabla 4.1.4).

Iniciadores para la cuantificaciéon de la expresién del gen NPC1

NOMBRE REGION AMPLIFICADA REFERENCIA FLUOROGENO
NPC1_EQ9 Exones 09-10 Hs00264835_m1 FAM
GADPH Exon 08 Hs02786624_g1 VIC

Tabla 4.1.4. Iniciadores utilizados para la cuantificacidn de la expresion del gen NPC1.
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4.1.4.3 Kits comerciales

NOMBRE UTILIDAD CASA COMERCIAL

BigDye Terminator v.3.1

Reaccidn de secuenciacion Applied Biosystems
Cycle Sequencing kit
Cholesterol Farb-Test Cuantificacién de concentracion de
Boehringer Mannheim
colorimetric method colesterol
DuoSet Human Cuantificacion de la concentracion de la
Vitro
CCL18/PARC quimiocina CCL18/PARC
ExoSAP-IT™ PCR Product Purificacion de fragmentos amplificados
BioTools
Cleanup Reagent por PCR
High Capacity cDNA
Retro-transcripcion Applied Biosystems
reverse transcription
Microcon® 30 Purificaciéon de DNA Millipore
Nucleon BACC3 Extraccion de DNA GE Healthcare
PowerUp™ SYBR® Green
PCR cuantitativa Applied Biosystems
Master Mix
Quant-iT™ dsDNA BR
Medicidn de la concentracidn de DNA Invitrogen™
Assay Kit
TagMan Multiplex Master
PCR cuantitativa Applied Biosystems
Mix
Tempus™ Spin Extraccion de RNA Thermo Fisher Scientific

Tabla 4.1.5. Kits utilizados para el desarrollo del proyecto.
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4.2 METODOS

MATERIAL Y METODOS

Los métodos utilizados en cada una de las publicaciones asociadas a este trabajo se presentan a

continuacién (Tabla 4.2.6).

METODO
Separacion de extractos
Determinacion de biomarcadores plasmaticos
Test de resistencia osmoética eritrocitaria
Cuantificacién de colesterol en membrana eritrocitaria
Andlisis molecular del gen CHIT1
Analisis molecular de los genes NPC1y NPC2

Analisis de variantes genéticas

Analisis molecular de la transcripcién de NPC1 y NPC2
Cuantificacion de la expresion del gen NPC1
Andlisis de exomas

Analisis molecular del pri-miR-33a.

PUBLICACION
Neurologia 2017%,
Neurologia 2017*, Clinica Chimica Acta 2018**
Clinica Chimica Acta 2018**
Clinica Chimica Acta 2018**
Neurologia 2017*, Clinica Chimica Acta 2018**
Neurologia 2017%*, Clinica Chimica Acta 2018**
European Journal of Medical Genetics 2018***
(en revision)

Neurologia 2017%,

Tabla 4.2.1. Publicaciones asociadas a los métodos descritos. * Nueva variante asociada a enfermedad de

Niemann-Pick tipo C: manifestaciones neuroldgicas y caracterizacion bioquimica, molecular y celular.

Lépez de Frutos L, Romero-Imbroda J, Rodriguez-Sureda V, Giraldo P. Neurologia 2017. **The erythrocyte

osmotic resistance test as screening tool for cholesterol-related lysosomal storage diseases. Lopez de
Frutos L, Cebolla JJ, Irin P, Kéhler R, Giraldo P. Clinica Chimica Acta 2018. *** Web-based bioinformatics
predictors: Recommendations to assess lysosomal cholesterol trafficking diseases related genes. Lopez de

Frutos L, Cebolla JJ, Irin P, Kéhler R, Giraldo P. European Journal of Medical Genetics 2018.

A continuacidn, se describe cada técnica con mayor detalle de lo realizado en las publicaciones.

4.2.1 Separacion de extractos

A partir del tubo de sangre total anticoagulado con K2 EDTA se obtuvo una fraccién de plasma,

DNA gendmico y un extracto del colesterol embebido en la membrana eritrocitaria.
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4.2.1.1 Separacion plasmatica

Reactivos:

e Butil hidroxitolueno (BHT)

e NaCl0,9% (v/v)
Procedimiento:

Mediante la centrifugacion de los tubos K2 EDTA a 2.000 g durante 15 minutos en una centrifuga
no refrigerada se consiguid la separacion de tres fracciones, la fraccién superior formada por el
plasma se dividio en 4 alicuotas, a una de los cuales se afiadié un 1% de BHT como antioxidante.

Las cuatro alicuotas fueron conservadas a -202C hasta su utilizacion.

Para evitar la alteracion de los elementos formes, el volumen de plasma recuperado de cada

tubo fue sustituido por solucidn salina, NaCl al 0,9% (p/v).
4.2.1.2 Extraccion de colesterol total de la membrana eritrocitaria

Reactivos:

e Agua destilada
e Tritdn 100x

e Butil hidroxitolueno (BHT)
Procedimiento:

El colesterol contenido en los eritrocitos se obtuvo a partir de 150 plL de sangre total obtenida

en tubos K2 EDTA.

Para ello se centrifugaron las muestras a 2.000 g durante 15 minutos para separar las tres fases,
eliminando mediante aspiracion al vacio los dos superiores (plasma y leucocitos). A
continuacidn, se lisaron los eritrocitos mediante una solucién hipotdnica (agua destilada). La
fraccion de colesterol se aisl6 mediante modificaciones del método Bordier [152,153] para ello
se realizd una primera incubacidn con Tritdon 100x durante 10 minutos a 42Cy otra de 5 minutos
a 379C, seguida de una centrifugacidn de las muestras para recuperar el sobrenadante repetir

el procedimiento con Triton 100x al 80%.
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El sobrenadante final se recuperd y se conservd a -202C hasta su uso, conservada con butil

hidroxitolueno (BHT) para evitar la oxidacién de la muestra.
4.2.1.3 Obtencion de DNA gendmico

4.2.1.3.1 A partir de sangre total
Reactivos:

e Nucleon BACC3

e Perclorato sddico

e Cloroformo

e Etanol absoluto

e Etanol 70% (v/v)

e Acido etilendiaminotetraacético (EDTA)

e Tris aminometano
Procedimiento:

El DNA gendmico se obtuvo a partir de sangre total extraida por puncidn venosa y recogida en
un tubo con anticoagulante EDTA. La extraccion del DNA se realizé mediante el kit comercial

Nucleon BACC3 siguiendo las instrucciones del mismo, que constan de tres pasos.

En el primer paso se realizd la lisis celular, mediante la mezcla de 7,5 mL de sangre total y 42 mL
de reactivo A diluido, tras agitar durante 10 minutos en un agitador orbital se centrifugd a 1.500
g durante 5 minutos, para poder eliminar el sobrenadante. El reactivo A presenta una elevada
concentracién de azlcares, por lo que es importante realizar este paso en una zona esterilizada.
Tras la centrifugacidn se afiadieron 2 mL de reactivo B y se agité mediante vortex para terminar

la lisis celular.

El segundo paso fue la eliminacién de proteinas mediante la adicién de 500 pL de perclorato
sodico, una suave agitacién y la adicién de 2 mL de cloroformo para homogeneizar nuevamente
la muestra. Se dejé reposar hasta la aparicidn de dos fases, tras la cual se afiadieron 300 uL de

la resina proporcionada por el kit comercial y se centrifugd a 1.300 g durante 3 minutos.
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La fase inferior correspondia a la fase orgdnica en la que quedan las proteinas, por lo que fue la
fase superior, que contiene el DNA, la que se recuperd. El DNA se precipité mediante la adicién
de etanol absoluto frio, la solucidon fue homogeneizada por inversidon hasta que se observd la
formacién de hebras de DNA que se pudieron separar del solvente. Este DNA fue lavado en una

solucion de etanol al 70% y se conservo diluido en 300 pL de Tris-EDTA 1x.

El producto final se dejd en agitacién durante 24 horas para su total disolucién y se conservo a -

209C hasta su uso.

4.2.1.3.2 A partir de gota de sangre seca

Reactivos:

e Agua destilada

e Hidréxido de sodio 0,1N

e Acido etilendiaminotetraacético (EDTA)
e Tris aminometano

e Acido clorhidrico

Procedimiento:

El DNA fue extraido a partir de sangre total depositada en una tarjeta de papel de filtro
Whatman, tras dejarla secar un minimo de 4 horas y conservandola a -202C junto con un

desecante hasta su uso.

De la tarjeta se obtuvo una muestra de 3 mm de diametro que se incubé tres veces con 300 pL
de agua durante 10 minutos, con intencidn de eliminar el maximo de hematies. Tras los lavados
se realizd otra incubacién de 5 minutos con 35 pL una solucién 0,1 N de hidréxido de sodioy 0,3
mM de EDTA con un pH final de 13. Tras esta, se adicionaron 65 L de una soluciéon tampédn a

pH 7 (0,1 M de Tris- HCl) y se dejo reposar 10 minutos.

Finalmente se realizé una centrifugacién a 10.000 rpm durante 30 segundos y el sobrenadante

fue recogido y conservado a -202C hasta su uso.
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4.2.1.3.3 Determinacion de calidad y pureza

La calidad, pureza y concentracidon del DNA obtenido fue realizada principalmente mediante

medicion por espectofotometria en un Nanodrop 2000c.

Los acidos nucleicos, a causa de su estructura formada por bases nitrogenadas aromaticas,
absorben radiacién a una longitud de onda (A) de 260 nm. Las proteinas al presentar

aminodcidos aromaticos la absorben a una A de 280 nm.

Por este motivo mediante la medicion de la absorbancia a 260 nm se puede cuantificar el DNA
presente en una muestra vy la ratio 260/280 nos proporciona informacién sobre la pureza de la
misma, considerandose correcta cuando los valores son cercanos a 1,8. Valores inferiores son

indicativos de que la muestra se encuentra contaminada con proteinas.

Un subgrupo de muestras ademas fue valorado por un método fluorométrico mediante Qubit™.
Para realizar la medicién se prepard una dilucion del reactivo de reaccidon con un tampdn
proporcionado por la casa comercial, mezclados en proporcidon 10:200 con unos estandares
también proporcionados, y en proporcién 1:200 con las muestras a estudio. Tras una incubacién
de 2 minutos se analizaron los estandares en el fotdmetro para realizar la calibracion del mismo,

y posteriormente se analizaron las muestras.

4.2.1.4 Obtencion de RNA leucocitario

Reactivos:

e Tempus Spin RNA Isolation Reagent Kit
e Absolute RNA wash solution

Procedimiento:

El RNA proveniente de leucocitos se obtuvo a partir de 3 mL de sangre total extraida mediante
puncién venosa en tubos TEMPUS. Estos tubos contienen un agente estabilizador del RNA que

permite una mayor conservacion de la muestra.

La extraccion fue realizada mediante el kit comercial Tempus Spin RNA Isolation Reagent Kit.

Tras mezclar los 9 mL contenidos en el tubo TEMPUS (3 de sangre y 6 de agente estabilizador) y
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3 mL de PBS se agité vigorosamente en el vortex, para a continuacion centrifugar la mezcla a

3000 g durante 30 minutos a una temperatura de 42C.

El sobrenadante fue eliminado cuidadosamente y se eliminaron los restos de liquido mediante
inversién, dejando el tubo abierto y boca abajo durante un par de minutos. El precipitado fue
resuspendido en 400 pL de solucion de resuspension de RNA, agitado vigorosamente vy

mantenido en hielo hasta su uso.

Se prepard la columna de extraccion dentro de un tubo de recogida y se humedecié su
membrana con 100 pL de solucidn de lavado numero 1. Aladimos el RNA resuspendido en el
paso anterior y se centrifugd a 16.000 g durante 30 segundos, para desechar el contenido del
tubo de recogida y afiadimos otros 500 pL de la solucion de lavado ndmero 1 sobre la membrana
para volver a centrifugar en las mismas condiciones. Nuevamente se deseché el eluido y
afiadimos 500 uL de la solucion de lavado nimero 2 para repetir la centrifugacion, pero esta vez

a 16000 g durante 1 minuto.

En el siguiente paso consistid en eliminar los restos de DNA gendmico que conservaba el
resuspendido inicial, para ello se realizd un tratamiento con DNAsas, afladiendo 100 pL de una
solucidn de lavado absoluta (Absolute RNA wash solution) y dejando incubar 15 minutos. Una
vez transcurridos se afadieron 500 piL de la solucién de lavado ndmero 2 e incubamos 5 minutos
mas, para a continuacion centrifugar a 16.000 g durante 30 segundos. Eliminamos el eluido y
repetimos este Ultimo lavado, finalmente se centrifugd la columna sin afiadir solucion alguna

durante otros 30 segundos para secar totalmente la membrana.

Cambiamos el tubo de recuperacién por uno limpio, ya que el siguiente paso consistia en
recuperar el RNA adherido a la membrana de la columna de extraccién. Para ello se afiadieron
100 pL de la solucién de elucién y realizamos una incubaciéon de 2 minutos a 702C para a
continuacién centrifugar a 16000 g durante 30 segundos. Finalmente recuperamos el eluido y lo
depositamos nuevamente en la columna, volviendo a centrifugarlo a 16.000 g durante 2

minutos, de forma que recuperamos todo el RNA remanente en la columna.

Recuperaremos 10 pL del eluido para medir la concentracidn de la muestra y el resto se dividié
en alicuotas de 15 ulL a una concentracion de 100 ng/ulL cada una. Estas fueron conservadas a -

802C hasta su uso.
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4.2.1.4.1 Determinacion de calidad y pureza

La calidad, pureza y concentracidon del RNA obtenido se determiné mediante mediciéon por

espectofotometria en un Nanodrop 2000c.

Como consecuencia de la diferencia entre el uracilo y la timina los valores de absorbancia varian
ligeramente respecto al DNA, por ese motivo la ratio 260/280 se encuentra un poco elevada,
considerandose que la muestra tiene una pureza suficiente cuando se obtienen valores entre 2

y 2,2.
4.2.1.4.2 Determinacion de la integridad del RNA
Reactivos:

e Agarosa

e Bromuro de etidio

e Azul de bromofenol

e Marcador de DNA de bajo peso molecular

e TAE 1x:
o Acido etilendiaminotetraacético (EDTA)
o Tris aminometano

o Acido acético
Procedimiento:

La integridad del RNA se valord en un gel de agarosa al 1% con un 0,1% de bromuro de etidio,
en el que se analizaron 500 ng de RNA mezclados con 2 ulL de azul de bromofenol como tampdn
de carga. Utilizando un marcador de DNA de bajo peso molecular se comprobd la migracién de
las bandas. La electroforesis fue realizada en tampdn TAE 1x a 90V durante 30 minutos y

visualizada en el transiluminador, para verificar los pardmetros de calidad.

Si el RNA extraido se encontraba en un estado de conservacidn correcto se observaban
Unicamente dos bandas con pesos moleculares de 4,5y 1,9 kb. El barrido observado entre 12 y

0,5 kb correspondia a los fragmentos de mRNA presentes en la muestra.
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4.2.2 Determinacion de biomarcadores plasmaticos

4.2.2.1 Determinacion de actividad quitotriosidasa

La actividad de la enzima quitotriosidasa se determind a partir de la fraccién de plasma aislada

segln se detalla en el apartado 4.2.1.1.
Reactivos:

e 4-metilumbeliferil-B-D-N-N’-N""-triacetilquitotridsido
e Acido citrico 0,1 M

e Hidrogeno fosfato de sodio 0,2 M

e Glicina0,3 M

e Agua destilada
Procedimiento:

Se prepararon dos tubos por muestra a analizar con 200 pL del sustrato fluorogénico 4-
metilumbeliferil-B-D-N-N’-N"'-triacetilquitotridsido. A cada tubo se afiadieron 5 pL de plasma,
dejando un intervalo de tiempo fijo entre cada muestra, para que la incubacion fuera
homogénea. Tras 15 minutos de incubacién a 372C (este tiempo se cumplié para cada muestra
en funcion del intervalo establecido para la adicién del plasma), se detuvo la reaccion

adicionando 2 mL de glicina 0,3 M.

La determinacién de fluorescencia se realizd mediante un fluorimetro en cubeta de cuarzo a una
A de excitacidon de 366 nm y una A de emisidn de 446 nm. Para la lectura se utilizd un atenuador
al 1%. La actividad de quitotriosida (nmol/mL/h) se obtuvo de extrapolar los valores de
fluorescencia frente a una recta de calibrado realizada a concentraciones conocidas de 4-
metilumbeliferona. Como control de calidad se establecié que los duplicados con una diferencia

mayor al 10% debian repetirse.
4.2.2.2 Determinacion de la quimiocina CCL18/PARC

El ligando de quimiocina CC 18 (CCL18), se determina a partir de la fraccion de plasma aislado

segln el procedimiento explicado anteriormente.
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Reactivos:

e DuoSet Human CCL18/PARC

e PBS

e Tween 20

e Agua destilada

e AlbUmica sérica bovina

e Solucidén de parada (ZEU-InmunoTek)

e Solucién cromogénica (3,3',5,5'-tetrametilbenzidina; ZEU-InmunoTek)

Procedimiento:

La medida fue realizada mediante un experimento tipo ELISA, trabajando en placa de 96 pocillos
y montando cada determinacién por duplicado. Para cada muestra se realizd la determinacién

a dos concentraciones de plasma (realizando la dilucién en solucién de bloqueo).

En cada pocillo fueron afiadidos 100 L de anticuerpo de captura a concentracion 1 ug/mL), se
cubrié la placa con aluminio para preservar la oscuridad y se dejé incubar toda la noche a
temperatura ambiente para que el anticuerpo de se uniera a la superficie de la placa. En la
mafana siguiente se realizaron tres lavados con 400 ulL de solucién de lavado (PBS y Tween 20
diluido en agua destilada) y se elimind el exceso de la misma golpeando la placa sobre una
superficie limpia. A continuacién, las zonas de pocillo que no habian unido anticuerpo fueron
blogueadas mediante la adicién de 300 uL de solucion de bloqueo para evitar futuras uniones
inespecificas, y se dejé incubar durante 1 hora con agitacion continua. Transcurrido este tiempo
se realizaron otros tres lavados con 400 pL de la solucién de lavado, utilizando el mismo método

de secado que anteriormente.

A cada pocillo se le afiadieron 100 pL de la dilucién de muestra correspondiente o de standard
(este ultimo fue utilizado para realizar una recta de calibrado en la que se extrapolaron los
resultados de las muestras a estudio), se tapd la placa y se dejé incubar durante 2 horas a
temperatura ambiente en agitacion continua. Se realizaron otros tres lavados con 400 pL de la

solucién de lavado utilizando el mismo método de secado.

A continuacién, se afiadieron 100 pL del anticuerpo de deteccién en cada pocillo y se incubo

otras 2 horas en las mismas condiciones (temperatura ambiente y agitacién continua), se
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repitieron los lavados y se afiadieron 100 uL de una mezcla de Streptavidina-HRP. Nuevamente
se cubrid la placay se incubd 20 minutos en agitacién continua para seguidamente, realizar otros
3 lavados. Finalmente afladimos 100 pL de la solucién cromogénica (TMB) e incubamos en la
oscuridad durante 20 minutos a temperatura ambiente y con agitacidon continua, tras esta
incubacidn se afiadieron 50 pL de solucidn de parada y se agité durante 5 minutos para asegurar

gue la reaccidn sea uniforme.

La medida de absorbancia fue realizada en el espectofluorimetro de placas Sinergy HT (BioTek
Instruments), a una A de 450 nm, y se extrapolaron los resultados de las muestras a partir de las

determinaciones obtenidas en la recta de calibrado realizada con los estandares.

Si la recta de calibrado difiere mds de un 10% de la realizada en el experimento anterior, el
experimento fue considerado no valido. Cuando diferencia con el valor obtenido en el
experimento anterior en las muestras control fue superior a un 20% tampoco se aceptaron los

resultados y el experimento fue repetido.

4.2.2.3 Determinacion de la concentracion 7-cetocolesterol

La concentracion del oxisterol 7-cetocolesterol se evallua a partir del extracto plasmatico
recogido con BHT a partir del procedimiento indicado en el apartado 4.2.1.1.- Separacion

plasmatica.

Reactivos:

e Estandar interno: 7-Cetocolesterol con 7 deuterios (d7-7CC)
e Estandar externo: 7-Cetocolesterol
e Metanol

e Agua destilada

Procedimiento:

La medida fue realizada mediante cromatografia liquida acoplada a un espectrometro de masas.
En el laboratorio se prepararon los estandares y las muestras a analizar, y se enviaron al Servicio

de Protedmica del Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud para su procesamiento.

Todas las reacciones fueron preparadas en viales de vidrio.
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Se prepard un estandar interno a concentracion 0,05 ppm utilizando metanol como diluyente.
Para realizar la recta patrdn en la que se extrapolaron los resultados se realizaron 11 diluciones
seriadas de 7-CC utilizando agua como diluyente, y se afadid una concentraciéon conocida y

constante del estandar interno.

Las muestras que analizar fueron descongeladas a 42°C, tras este proceso se agitaron
vigorosamente y se centrifugaron ligeramente para ver si existia precipitado de la fraccién
proteica. A partir de este momento se trabajé con las muestras en hielo para dificultar la

evaporacién del metanol con el que se trabaja.

Se prepard una mezcla de 25 ulL de muestra (procurando no incluir en estos el precipitado
formado anteriormente) con 100 pL de metanol con d7-7CC. La mezcla se agitd vigorosamente
durante 5-10 segundos para mezclar bien las dos fases, y posteriormente se centrifugé a 13.300
g durante 5 minutos a temperatura ambiente para separarlas, de forma que obtuvimos una fase
inferior formada por el precipitado de proteinas, y una fase superior que contenia la fraccién

apolar de la muestra (los esteroles).

De esta fase superior se aspiraron 100 plL y se traspasaron a microviales con tapén septum de
silicona y se trasladaron al Servicio de Protedmica para su procesamiento mediante HPLC y

fragmentacion idnica para el analisis en el espectrémetro de masas.

4.2.3 Test de resistencia osmotica eritrocitaria

Reactivos:

e Solucién salina 0,9% (v/v)

e Agua destilada
Procedimiento:

Para realizar el test de resistencia osmotica eritrocitaria (ROE) se prepararon diluciones de
cloruro sédico desde concentracién 0% a 0,9% con un intervalo de 0,1% entre ellas, y a

concentracion de 0,41% a 0,55% con un intervalo de 0,01%.

Se afadieron 495 pL de cada una de las soluciones en un tubo eppendorf de 1,5 mL y se

mezclaron con 5 pL de sangre total obtenida mediante puncién venosa en un tubo con
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anticoagulante EDTA. Se agitd enérgicamente para homogeneizar totalmente la solucién y se
dejo reposar durante 30 minutos a temperatura ambiente, para seguidamente, centrifugar las
muestras brevemente a 2.000 rpm durante 5 minutos para precipitar los restos celulares y que

no interfirieran en la lectura.

Un volumen de 150 plL fue afadido a una placa de 96 pocillos, para analizar la reacciodn,
preparando pocillos duplicados para cada muestra. La absorbancia de la hemoglobina fue

medida mediante el espectofluorimetro Sinergy HT a una A de 540 nm.

El valor de fluorescencia obtenido fue corregido restando el obtenido a una concentracion salina
del 0,9% ya que en una solucion isotdnica el porcentaje de hemdlisis osmotica deberia ser del 0.
Se calculé el porcentaje de hemdlisis sufrido en cada reaccidon considerando que la hemdlisis en
una solucion al 0% de solucién salina debe ser del 100%. De este modo, al normalizar las
muestras frente a si mismas, se evité que las variaciones entre muestras pudieran deberse a la

composicion de las mismas (recuento eritrocitario, concentracién de hemoglobina...).

4.2.4 Cuantificacion de la concentracion del colesterol contenido

en la membrana eritrocitaria

Reactivos:

e Cholesterol Farb-Test colorimetric method

e Isopropanol
Procedimiento:

La determinacién del colesterol ser analizé en la fraccidn de lipidica recuperada de la membrana
eritrocitaria. El método utilizado consistid en una medida colorimétrica realizada a partir de un

kit comercial proporcionado por casa Boehringer Mannheim (Ingelheim, Germany).

Junto con la muestra se prepararon un blanco y tres determinaciones a concentracidn conocida
de colesterol (1 mg/mL, 0,6 ug/mLy 0,2 ug/mL) como control de la técnica. Todas las muestras

fueron procesadas por duplicado.

Los tubos utilizados fueron de vidrio ya que el colesterol se adhiere al plastico y los resultados

podian verse alterados. Las muestras fueron diluidas en isopropanol en una proporcion 1:10. El
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reactivo necesario fue preparado mezclando 3/5 partes de solucién 1 con 2/5 partes de solucion

2 (proporcionadas por el kit) obteniendo un volumen final de 600 pL por muestra.

De la mezcla de soluciones 260 uL fueron afiadidos a un vial de vidrio, al que también se
afiadieron 24 plL de la dilucién de la muestray 2,6 plL de solucién 3. Tras una homogeneizacion
vigorosa, se taparon los viales y se incubé durante 1 hora a 372C. Transcurrido ese tiempo la

reaccion fue detenida mediante una incubacién de 1 hora a temperatura ambiente.

Se transfirieron 100 uL de reaccién a una placa de 96 pocillos, y el resultado se analizé por
triplicado, midiendo la absorbancia mediante el espectofluorimetro Sinergy HT a una A de 450

nm.

Las medidas obtenidas fueron rectificadas respecto a la medida del blanco y se hicieron las
medias de las determinaciones realizadas para cada muestra. La transformacién de

fluorescencia a concentracién de colesterol fue realizada siguiendo la ecuacion:

( VMW xdf

A
s*d*v*1000>*

Siendo V el volumen final de la reaccién (0,675 mL), MW el peso molecular del colesterol (384,64
g/mol), df la dilucién aplicada a la muestra durante la reaccion (no incluye la dilucién previa de
la misma), e corresponde al coeficiente de extincidn del colorante lutidina a una A de 450 nm
(7,4 I/mmol/cm), d al recorrido de la luz calculado en base al volumen de la lectura (0,252 mL),
v el volumen de muestra en el que se realiza la lectura (0,05 mL) y AA la absorbancia corregida

de la muestra.

La concentracion de colesterol obtenida fue multiplicada por 10 para rectificar la dilucién inicial

de la muestra.

Si la concentracidn calculada para los controles diferia mas de un 20% de la esperada el ensayo
se consideraba no valido, ademas si la diferencia entre las dos réplicas de cada muestra superaba

el 10% también se repetia.
4.2.5 Analisis molecular del gen CHIT1

Reactivos:
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e Agua destilada libre de DNAsas y RNAsas
e Buffer de reaccién

e MgCl,

e Iniciadores

e Enzima Taq polimerasa

e Agarosa

e Bromuro de etidio

e Azul de bromofenol

e Marcador de pesos moleculares

e TAE (Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) + Tris aminometano + Acido acético)

Procedimiento:

Fue necesario determinar la presencia/ausencia de una duplicacion de 24 pares de bases en el
gen CHIT1 que codifica para la quitotriosidasa ya que la presencia de la misma provoca la sintesis
de una proteina no funcional y por lo tanto esos sujetos tienen valores de actividad de 0
nmol/mL/hora, no siendo esta determinacidn Gtil para el diagndstico y el seguimiento en estos

pacientes.

El analisis de esta variante se realizd por amplificacién de un fragmento del exén 10 del gen,
utilizandose para el disefio de los iniciadores la secuencia génica con referencia NG_012867.1
de la base de datos Gene del Centro Nacional de Informacidn Bioinformatica (NCBI) americano
(ver enlaces). Los iniciadores utilizados fueron publicados por Boot R et al en 1998 [154]. La
amplificacion se realizé en tubos de 0,2 mL en los que se afiadié la polimerasa termoestable, el
DNA a estudio, un tampdn y MgCl,, ademas de los iniciadores y los nucleétidos (dNTPs). Los

volimenes y concentraciones finales de la reaccién se especifican en la tabla 4.2.2.
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REACTIVO VOLUMEN (pL) Concentracion final
ddH;0 estéril 12,6
Tampdn (10x) 2 1x
dNTPs (2 mM) 2 200 nM
DNA (100 ng/uL) 2 10 ng
MgCl2 (50 mM) 0,5 1,25 uM
Iniciador directo (10 uM) 0,4 200 nM
Iniciador reverso (10 uM) 0,4 200 nM
Taq Polimerasa 5 U/uL 0,1 0,5 U/uL

Tabla 4.2.2. Cantidades y concentraciones finales para las amplificaciones por PCR del gen CHIT1.

La reaccion de PCR se llevé a cabo en un termociclador 2720°®. El programa térmico consistié en
una desnaturalizacion de 2 minutos a 952C, 32 ciclos de desnaturalizacidon durante 20 segundos
a 959C, hibridaciéon durante 40 segundos a 502C y elongacidon de 30 segundos a 722C, para
terminar con una elongacion de 5 minutos a 722C y una reduccion a 49C para mantener el

producto hasta que se recoja.

El resultado de las amplificaciones se comprobd por electroforesis en gel de agarosa al 3% tefiido
con bromuro de etidio al 0,1%. Se mezclaron 8 pL del producto de la PCR con 2 uL del tampdn
de carga azul de bromofenol diluido al 1x, ademas de las muestras en el gel se analizd un
marcador de pesos moleculares. Se aplicd un voltaje de 90 V durante 40 minutos, para

posteriormente revelar el gen en el transiluminador.

En funcidon de genotipo del paciente se debe observar una banda de 75 pb si es homocigoto para
el alelo salvaje, una banda de 99 pb si es homocigoto para la duplicacion de 24 pb o dos bandas,

una de 75 pb y otra de 99 pb si se trata de un probando heterocigoto.
4.2.6 Analisis molecular de los genes NPC1y NPC2

El andlisis de variantes en la secuencia de los genes NPC1 y NPC2 se realizé mediante
amplificacion por reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) para los 25 exones de NPC1, los 5
exones de NPC2, parte de las regiones no transcritas de los extremos 5’ y 3’ de ambos genes, los
nexos exon-intron y dos regiones dentro de los intrones 1 y 9 del gen NPC1 en las que se han

descrito variantes asociadas a la enfermedad.
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Las secuencias génicas utilizadas para el diseiio de los iniciadores se obtuvieron de la base de
datos Gene del NCBI, siendo la referencia de las mismas NG_012795.1 para el gen NPC1 y
NG_007117.1 para NPC2.

4.2.6.1 Amplificacion de los fragmentos

Reactivos:

e Agua destilada libre de DNAsas y RNAsas
e Buffer de reaccién

e MgCl,

e Dimetilsulfoxido (DMSO)

e Iniciadores

e Enzima Taq polimerasa

e Agarosa

e Bromuro de etidio

e Xilencianol

e Marcador de pesos moleculares

e TAE (Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) + Tris aminometano + Acido acético)
Procedimiento:

El disefio de las amplificaciones por PCR se obtuvo, en su mayoria, de la publicacién de Zech et
al. en 2013 [127]. Los iniciadores para la regidn 5’UTR y el exén 1 de NPC1, asi como los
iniciadores de las regiones intronicas del mismo gen, se disefiaron mediante el software Oligo
v.7.0 y se validaron mediante Primer Blast, para comprobar que el disefio no hibridara en otras

regiones del mismo gen ni del genoma completo.

Para realizar las amplificaciones, en un vial de 0,2 plL se afiadieron la polimerasa termoestable,
el tampodn y el MgCl, necesarios, los nucledtidos (dNTPs), los iniciadores y el DNA. Llegando a un
volumen final de trabajo de 20 uL con agua destilada libre de DNasas y RNasas. Si el DNA de
partida no procedia de sangre total sino de una extraccion de DNA de gota de sangre seca, el
volumen de DNA necesario para realizar la reaccion fue mayor, ya que la concentracion y calidad

de DNA obtenido era menor.
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Las cantidades y concentraciones finales se muestran en la tabla 4.2.3

REACTIVO

ddH20 estéril
Tampon (10x)
dNTPs (2 mM)
DNA (50 ng/uL)
MgCl2 (50 mM)

Iniciador directo (10
uM)
Iniciador reverso (10
uM)

Taq Polimerasa 5 U/uL

VOLUMEN (pL)
DNA obtenido de
sangre total
13,3
2
2
1
0,6
0,5

0,5

0,1

VOLUMEN (pL)
DNA obtenido de gota
de sangre seca
9,3
2
2
5
0,6
0,5

0,5

0,1

Concentracion final

1x
200 nM
2,5 ng*
1,5mM
250 nM

250 nM

0,5 U/uL

Tabla 4.2.3.- Cantidades y concentraciones finales para las amplificaciones por PCR de los genes NPC1y NPC2. *La

concentracion de DNA obtenido a partir de gota de sangre seca no puede determinarse a causa de lo

baja que es, por lo que se desconoce la concentracidn final

Al fragmento 01 del gen NPC1 que contiene la regiéon 5’UTR y el exdn 1, se le afiadieron 0,5 pL

de DMSO para reducir las interacciones inespecificas e incrementar la eficiencia de la reaccion.

La reaccion de PCR se llevd a cabo en un termociclador Verity®. Los programas térmicos para

cada amplificacién se diferenciaban Unicamente en la temperatura de hibridaciéon de los

iniciadores. Las condiciones térmicas para la amplificacién de los genes NPC1 y NPC2 partiendo

de DNA obtenido a partir de sangre total, se muestran en la tabla 4.2.4. Si el DNA provenia de

una extraccidn a partir de gota de sangre seca, el nimero de ciclos debia incrementarse de 40 a

60.

PROCESO TEMPERATURA (2C)
Desnaturalizacién 95
Desnaturalizacién 95
Hibridacion

NPC1: Amp 01-16 62
NPC1: Amp 17-24 63
NPC2: Amp 01-03 61

TIEMPO (minutos)
5
0,5

0,5

CICLOS DE REPETICION
1

40
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NPC2: Amp 04 60

NPC2: Amp05 58
Elongacion 72 1
Elongacion 72 10 1
Elongacion 25 0,5 1
Mantenimiento 4 oo 1

Tabla 4.2.4. Condiciones de la amplificacién por PCR de los fragmentos de los genes NPC1 y NPC2.

Los iniciadores utilizados para cada fragmento y el origen de los mismos, se detalla en su

apartado 4.1.4.2 de materiales.

El resultado de las amplificaciones se comprobd por electroforesis en gel de agarosa al 1% teiiido
con bromuro de etidio al 0,1%, aplicando un voltaje de 90 V durante 20 minutos, mezclando 2
pL del producto con 2 uL del tampdn de carga Xilencianol 1x para posteriormente revelarse en

el transiluminador.

Las amplificaciones fueron conservadas a 42C hasta su uso.

4.2.6.2 Purificacion de los productos de PCR mediante ExoSap-IT®

Reactivos:

e Agua destilada libre de DNAsas y RNAsas

e  ExoSAP-IT™PCR Product Cleanup Reagent

Procedimiento:

El proceso de purificacion de los amplicones obtenidos mediante PCR consistio en eliminar el
DNA monocatenario, principalmente de los iniciadores y extremos incompletos, que quedaban
restante en el vial donde se habia realizado la reaccion, asi como hidrolizar los dNTPs sobrantes

de la reaccion.

Para eso se utiliza el reactivo ExoSap-IT® que consta de dos enzimas, una exonucleasa | que

degrada el DNA monocatenario y una fosfatasa alcalina (SAP) que hidroliza los dNTPs.

La reaccién se realizé en un vial de 0,2 mL en el que se introdujeron 5 pL del producto de la PCR,

1 uL de exonucleasa | y 1 plL de fosfatasa alcalina. La muestra fue incubada en un termociclador
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2720 a 372C durante 15 minutos para que la reaccion tuviese lugar, y se detuvo cambiando Ila

temperatura de incubacién a 809C durante otros 15 minutos.

El producto de la reaccién se conserva a 42C hasta su uso, practicamente inmediato.

4.2.6.3 Analisis de la secuencia de los amplicones mediante Sanger

Reactivos:

e Iniciadores

e BigDye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing kit
e Agua destilada libre de DNAsas y RNAsas

e EDTA

e Acetato de sodio

e Etanol 96% (v/v)

e Etanol 70% (v/v)

e Hi-Di Formamida

Procedimiento:

A partir del producto de PCR purificado segln se indica en el apartado 4.2.6.2, se realizaron dos
reacciones de secuenciacidn, una para la hebra directa y otra para la reversa utilizandose los
mismos iniciadores que para la reaccion de PCR descrita en el apartado 4.1.4.2 pero

concentracion 2,1 mM.

La reaccién de secuenciacion se realizd segun el protocolo del kit comercial BigDye Terminator

v3.1 (Applied Byosistems, California, USA), preparandose las reacciones en placas de 96 pocillos.

El kit comercial viene premezclado conteniendo en un udnico vial la enzima, dNTPs vy
disdesoxinucledtidos trifosfato terminadores (ddNTPs) marcados con fluoresceina y fluoréforos
derivados de la rodamina, diferentes para cada ddNTP. Estos ddNTPs actian como dadores y

aceptores y permiten la identificacion automatica posteriormente.

Se trabajé a un volumen final de 10 pL y los volimenes y concentraciones necesarias para llevar

a cabo la reaccién se muestran en la tabla 4.2.5.

REACTIVO VOLUMEN (pL)
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ddH20 estéril 4,5
Tampodn (5 x) 2
BigDye terminator mix 0,5
Amplificacion purificada 1,5
Iniciador (2,1 uM) 1,5

Tabla 4.2.5. Voliumenes necesarios para una reaccion de secuenciacion.

La reaccién de secuenciacién tuvo lugar en las condiciones mostradas en la tabla 4.2.6

PROCESO TEMPERATURA (2C) TIEMPO (segundos) CICLOS DE REPETICION
Desnaturalizacién 96 60 1
Desnaturalizacién 96 10
Hibridacion 55 5 25
Elongacidn 60 240
Mantenimiento 4 oo 1

Tabla 4.2.6. Condiciones de la reaccion de secuenciacion.

El producto de la reaccion fue purificado mediante un proceso de precipitacién alcohdlica. Para
ello se afiadieron 52 plL de etanol al 96%, 6 pL de ddH,0, 4 puL de EDTA 62,5 MM a pH 8,y 2 uL
de acetato sddico 3 M a pH 5,2 y se incubaron las muestras durante 15 minutos a temperatura
ambiente, protegidas de la luz, para posteriormente, centrifugarlas a 2100 g durante 30 minutos
a 4°C. Tras esta centrifugacion en la que la reaccidn de secuenciacion precipité al fondo del
pocillo, se procedié a secar la placa para eliminar el remanente de etanol mediante una
centrifugacion invertida a 900 rpm durante 1 minuto y con la placa destapada. Después se
afadieron 70 pL de etanol al 70% (v/v) y se centrifugaron las muestras nuevamente a 2.100 g
durante 15 minutos a 42C. De nuevo se eliminé el sobrenadante por centrifugacion de la muestra

invertida y destapada a 900 rpm durante 1 minuto.

Finalmente, las muestras fueron resuspendidas en 20 pL de solucidn de Hi-Di Formamida e
incubadas a 942C durante dos minutos antes de mandarlas al servicio de secuenciacion del
Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud, donde se analizaron mediante un secuenciador Abi

3.500 xL en bloques de 24 reacciones.
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4.2.6.4 Analisis de variantes

El analisis de los resultados de la secuenciacién por fragmentos de los genes NPC1 y NPC2 se
realizd mediante el programa informatico Variant Reporter, utilizando las mismas secuencias de

referencia que para el disefio de los iniciadores.

Para asignar el efecto de las variantes se tuvo en consideracién la significacién clinica asignada
en la base de datos ClinVar (ver enlaces), y si la variante tiene un efecto reportado en la
literatura, asi como la informacidn sobre la misma disponible en HGMD (ver enlaces) y NPC-db2
(ver enlaces) y la frecuencia poblacional publicada en 1000 genomas para poblacién ibérica, en
ExAC para poblacién europea no finlandesa y en la base de datos del Spanish Variant Server del

Centro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades Raras (CIBERER; ver enlaces).

Cuando la variante no presentaba un efecto descrito, a pesar de la frecuencia poblacional de la
misma, se realizé un andlisis “in silico” para predecir el efecto del cambio producido a nivel de

secuencia genémica, proteica y un analisis del cambio en la entropia de la proteina.

Para seleccionar el mejor predictor “in silico” para nuestras variantes se utilizaron 23 métodos
de prediccion de efecto, todos ellos de uso gratuito y disponibles en la red (ver enlaces). Los

programas bioinformaticos que se utilizaron para esta seleccién, se muestran la tabla 4.2.7.

Analisis realizado Predictor

SpliceSite Prediction by Neural Network [155]
Human Splicing Finder [156]
Sroogle [157]

Estudio de ayuste molecular FoPLICE
SPL
GENESCAN web server by MIT [158]
NetGene2 server [159]

Spliceport [160]

Predict SNP1 [161]
Predict SNP2 [162]
PROVEAN Protein [163]
Cambios en la composicidn de la proteina
PROVEAN Genome variants [163]
SIFT [164]

Mutation Assessor
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FATHMM-MKL [165]
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Predictor

FATHMM-Inherited Disease [166]

Polyphen2 [167]
SNPs&GO [168]

SNPs&GO 3D [169]

SNAP2 [170]
PMuT [171]
Hansa [172]

MutPred1 [173]

Tabla 4.2.7. Predictores de efecto "in silico" utilizados.

Ademas, i-Mutant suit y DUET fueron utilizados para realizar el estudio de cambios energéticos

en las proteinas (ver enlaces) [174,175].

Se analizaron 45 variantes cuyo efecto se encontraba publicado en la base de datos ClinVar y

coincidia entre lo indicado en los repositorios de NCBI y del Instituto Europeo de Bioinformatica

(Ensembl; ver enlaces). Todas las variantes patogénicas seleccionadas estan descritas en la

literatura, mientras que las benignas presentaban una frecuencia poblacional superior al 1% y

mucho mayor a la frecuencia de la enfermedad (Tabla 4.2.8).

GEN

NPC2
NPC2
NPC2
NPC2
NPC2
NPC2
NPC2
NPC2
NPC2
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1

dbSNP

rs104894458
rs80358266
rs80358264
rs11694
rs80358268
rs80358261
rs879253740
rs80358260
rs483352893
rs2510344
rs120074131
rs61731969
rs28942105
rs374526072

REGION ALELO ALELO

GENICA

Exén
Exon
Exén
Exdn
Intrén
Exon
Intrén
Exon
Exon
Intrén
Exon
Exon
Exon

Exdn

REF.

G
C
A
A
C
C
A
C
C
T
C
T
T
C

VAR.

- o o o6 o » r»r o6 4 4 60 6 > >

EFECTO
CLiNICO

Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Benigno
Patogénico
Benigno
Patogénico

Patogénico

FREC.
ALELO
MIN.
ND
1,65E-05
0,00E+00
ND
0,00E+00
3,27E-05
ND
8,46E-05
1,75E-05
4,60E-01
ND
3,00E-02
3,78E-05
ND

REFERENCIA BIBLIOGRAFICA

Millat (2005) Mol Genet Metab 86, 220
Millat (2001) Am J Hum Genet 69, 1013
Chikh (2005) Hum Mutat 26, 20
Millat (2001) Am J Hum Genet 69, 1013
Millat (2001) Am J Hum Genet 69, 1013
Klunemann (2002) Ann Neurol 52, 743
Sheth (2017) BMC Med Genet 18, 5
Naureckiene (2000) Science 290, 2298
Fancello (2009) Neurogenetics 10, 229

Greer (1999) Am J Hum Genet 65, 1252
Bean (2013) Hum Mut 34,1183
Carstea (1997) Science 277, 228

Sun (2001) Am J Hum Genet 68, 1361
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NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1

dbSNP

rs28942106
rs6507717
rs80358259
rs80358258
rs483352886
rs28942107
rs797044431
rs80358257
rs80358254
rs28942108
rs483352892
rs6507720
rs120074132
rs120074135
rs200103695
rs28940897
rs730880963
rs120074130
rs372030650
rs483352891
rs80358253
rs483352890
rs483352888
rs72283949
rs55809701
rs3745024
rs483352887
rs13381670
rs483352885
rs120074134
rs120074136

REGION ALELO ALELO

GENICA

Exon
Intrén
Exon
Exon
Exon
Exon
Intrén
Exon
Exon
Exén
Intrén
Intrén
Exon
Exon
Intrén
Exén
Exon
Exén
Exdn
Exon
Exdn
Exén
Exon
Intrén
Intrén
Intrén
Exdn
Exén
Exon
Exon

Exdn

REF.

> 0o 4 o 4 o 6 4 > o o r»r 0 0o 0O 60 4 o0 o0 o > o -

VAR.

> >» 4 & 4 O

O 6 6 4 >» 4 » 60 606 4 4 6 o >» > O

o O
o >

O o >» >» O r

EFECTO
cLinico

Patogénico
Benigno
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Benigno
Patogénico
Patogénico
Benigno
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Benigno
Benigno
Benigno
Patogénico
Benigno
Patogénico
Patogénico

Patogénico

FREC.
ALELO
MIN.
ND
9,00E-02
4,06E-04
ND
ND
1,50E-05
ND
1,95E-04
1,50E-05
3,01E-05
ND
4,82E-01
3,07E-05
ND
1,00E-02
ND
ND
ND
6,01E-05
ND
1,50E-05
ND
ND
2,90E-03
2,70E-01
3,20E-01
ND
2,00E-02
ND
ND
ND

MATERIAL Y METODOS

REFERENCIA BIBLIOGRAFICA

Yamamoto (1999) Hum Genet 105, 10
Bean (2013) Hum Mut 34,1183
Yamamoto (1999) Hum Genet 105, 10
Millat (2001) Am J Hum Genet 68, 1373
Zhang (2014) Orphanet J Rare Dis 9,82
Ribeiro (2001) Hum Genet 109, 24
Yamamoto (1999) Hum Genet 105, 10
Greer (1999) Am J Hum Genet 65, 1252
Greer (1998) Am J Hum Genet 63, 52
Ribeiro (2001) Hum Genet 109, 24
Zhang (2014) Orphanet J Rare Dis 9,82

Bauer (2002) Hum Mutat 19, 30
Millat (2001) Am J Hum Genet 68, 1373

Carstea (1997) Science 277, 228
Stampfer (2013) Orphanet J Rare Dis 8,
Yamamoto (1999) Hum Genet 105, 10
Millat (2001) Am J Hum Genet 68, 1373
Zhang (2014) Orphanet J Rare Dis 9,82
Millat (2001) Am J Hum Genet 68, 1373
Zhang (2014) Orphanet J Rare Dis 9,82
Zhang (2014) Orphanet J Rare Dis 9,82

Bean (2013) Hum Mut 34,1183
Zhang (2014) Orphanet J Rare Dis 9,82

Zhang (2014) Orphanet J Rare Dis 9,82
Millat (2001) Am J Hum Genet 68, 1373
Blom (2003) Hum Mol Genet 12, 257

Tabla 4.2.8. Listado de variantes utilizadas para la validacion de predictores.
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4.2.7 Sintesis de cDNA

Reactivos:

e Agua destilada libre de DNAsas y RNAsas

e High Capacity cDNA reverse transcription

Procedimiento:

La sintesis de cDNA fue realizada a partir de 100 ng de RNA en un volumen final de 20 pL. Se

realizé en el laboratorio de RNA trabajando en la cabina de extraccién.

La reaccion se realizd con el kit “High capacity cDNA reverse transcription” de Applied

Biosystems (California, USA), siguiendo las instrucciones de la casa comercial.

En un tubo de 0,2 mL se afladen los volimenes de reactivo para cada muestra indicados en la

Tabla 4.2.9.
REACTIVO VOLUMEN (pL) Concentracion final
ddH20 estéril 3,2
Tampodn (10x) 2 1x
dNTPs (100 mM) 0,8 4 mM
Iniciadores de unidn aleatoria (10x) 2 1x
Inhibidor de RNAsas 1
Transcriptasa reversa 50 U/ulL 1 2,5U/uL
RNA (100 ng/uL) 10 50 ng

Tabla 4.2.9. Cantidades y concentraciones finales para la reaccion de retrotranscripcion.

La reaccion de retrotranscipciéon fue realizada en el termociclador 2720. Las condiciones de la
misma fueron una primera incubacién de 10 minutos a 252C, seguida de otra de 2 horas a 379C
y un paso final de 5 minutos a 652C, para dejar bajar la temperatura a 42C hasta que se retirase

la reaccion del termociclador.
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4.2.7.1 Control de sintesis de cDNA mediante amplificacion

Reactivos:

e Agua destilada libre de DNAsas y RNAsas
e Buffer de reaccién

e MgCl,

e Iniciadores

e Enzima Taq polimerasa

e Agarosa

e Bromuro de etidio

e Azul de bromofenol

e Marcador de pesos moleculares

e TAE (Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) + Tris aminometano + Acido acético)
Procedimiento:

La comprobacion de la correcta sintesis del cDNA fue realizada mediante la amplificacion de un
fragmento del RNA mensajero de la molécula B-actina. Los iniciadores se sintetizaron mediante
el programa Oligo 7, a partir de la secuencia de referencia NM_001101.3 del NCBI, creando un

fragmento que incluye varios exones.

La secuencia de los iniciadores se encuentra reflejada en la tabla 4, en el apartado de materiales.
Las amplificaciones se realizaron en un vial de 0,2 mL al que se le afiadieron los iniciadores, el
cDNA a analizar, la enzima TagPolimerasa y el tampdn y MgCl, correspondientes a esta enzima,
utilizando agua libre de DNAsas y RNAsas para llegar a un volumen de 20 pL. Los volimenes y

concentraciones finales de cada reactivo se muestran en la tabla 4.2.10.

REACTIVO VOLUMEN (pL) Concentracion final
ddH20 estéril 13,8
Tampodn (10x) 2 1x
dNTPs (2 mM) 2 200 nM
cDNA 0,5
MgCl2 (50 mM) 0,6 1,5mM
Iniciador directo (10 uM) 0,5 250 nM
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REACTIVO VOLUMEN (pL) Concentracion final
Iniciador reverso (10 puM) 0,5 250 nM
TagPolimerasa 5 U/uL 0,1 0,5 U/uL

Tabla 4.2.10. Cantidades y concentraciones finales para las amplificaciones por PCR.

4.2.8 Analisis molecular de la transcripcion de los genes NPC1y

NPC2 en leucocitos

El andlisis molecular del cDNA de los genes NPC1 y NPC2 fue utilizado para comprobar el efecto
de variantes que, segun los predictores bioinformaticos, podrian afectar al ayuste molecular. Al
igual que el estudio de variantes en DNA gendmico fue realizado mediante amplificacion por

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para los 25 exones de NPC1 y los 5 exones de NPC2.
4.2.8.1 Amplificacion de los fragmentos

Reactivos:

e Agua destilada libre de DNAsas y RNAsas
e Tampdn de reaccién

e MgCl,

e Dimetilsulfoxido (DMSO)

e |niciadores

e Enzima Taq polimerasa

e Agarosa

e Bromuro de etidio

e Azul de bromofenol

e Marcador de pesos moleculares

e TAE (Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) + Tris aminometano + Acido acético)
Procedimiento:

Las secuencias génicas utilizadas para el disefio de los iniciadores se obtuvieron de la base de
datos Gene del NCBI, siendo la referencia de las mismas NM_000271.4 para NPCI y
NM_006432.3 para NPC2. Los iniciadores fueron disefiados mediante el software Oligo v.7.0,

validados mediante Primer Blast y sintetizados por IDT.
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El disefio de los mismos genera fragmentos solapantes, de forma que el final del primer
fragmento amplificado forma parte de la secuencia del segundo. De este modo la secuencia
queda totalmente cubierta, existiendo regiones que se encuentran en dos fragmentos. Los 6
iniciadores utilizados para amplificar la totalidad del RNA mensajero del gen NPC1, el fragmento
que engloba toda la secuencia codificante de NPC2 se detallan en la tabla 3.1.3 del apartado de

materiales.

Las amplificaciones fueron realizadas en viales de 0,2 mL, en los que se afiadié la polimerasa
termoestable, el tampdn y el MgCl, necesarios, los nucledtidos (dNTPs), los iniciadores y el
cDNA. Llegando a un volumen final de trabajo de 20 uL con agua destilada libre de DNasas y

RNasas. Las cantidades y concentraciones finales se muestran en la tabla 4.2.11.

REACTIVO VOLUMEN (pL) Concentracion final
ddH20 estéril 13,8
Tampodn (10x) 2 1x
dNTPs (2 mM) 2 200 nM
cDNA (100 ng/uL) 0,5 2,5ng
MgCl2 (50 mM) 0,6 1,5mM
Iniciador directo (10 uM) 0,5 250 nM
Iniciador reverso (10 puM) 0,5 250 nM
Taq Polimerasa 5 U/uL 0,1 0,5 U/uL

Tabla 4.2.11. Cantidades y concentraciones finales para las amplificaciones por PCR de los genes NPC1y

NPC2.

La reaccion de PCR se llevd a cabo en un termociclador Verity. Los programas térmicos para cada
amplificacion se diferenciaban Unicamente en la temperatura de hibridacién de los iniciadores.

Las condiciones térmicas para la amplificacion se muestran en la tabla 4.2.12.
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PROCESO TEMPERATURA TIEMPO (minutos) CICLOS DE
(2C) REPETICION
Desnaturalizacidn 95 5 1
Desnaturalizacidon 95 0,5
Hibridacién:
cDNA NPC1: Amp 01, Amp03, Amp06 69
cDNA NPC1: Amp 02 59 35
cDNA NPC1: Amp 04 62 0
cDNA NPC1: Amp 05 / cDNA NPC2 65
Elongacidn 72 0,5
Elongacion 72 10 1
Mantenimiento 4 ©o 1

Tabla 4.2.12. Condiciones de la amplificacién por PCR de los fragmentos de cDNA los genes NPC1y
NPC2.

El resultado de las amplificaciones fue comprobado en un gel de agarosa al 1% tefiido con
bromuro de etidio al 0,1%, realizando una electroforesis en solucién tamponadora TAE 1x, con
un voltaje de 90 V durante 20 minutos. Para la misma se utilizaron 2 ulL del producto con 2 uL

del tampdn de carga xilencianol 1x para posteriormente revelarse en el transiluminador.

Las amplificaciones fueron conservadas a 42C hasta su purificacidn, que fue realizada siguiendo
el mismo procedimiento que se detalla en el apartado 4.2.6.2.- Purificacion de los productos de

PCR mediante ExoSap-IT".

El andlisis de las secuencias fue realizado mediante secuenciaciéon capilar tipo Sanger, segun el
protocolo especificado en el apartado 4.2.6.3.- Anadlisis de la secuencia de los amplicones

mediante Sanger.

Mediante el programa informatico Variant Reporter v.1 se analizaron los resultados, utilizando
como secuencia de referencia la misma que para el diseio de los iniciadores. Se comprobd que

las variantes en regién exodnica fueran las mismas que las detectadas en el estudio gendmico.
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4.2.9 Cuantificacion de la expresion del gen NPC1 en leucocitos

mediante técnica de PCR cuantitativa (RT-qPCR)

La PCR cuantitativa es una variante de la amplificacion por polimerasa que permite cuantificar

el producto al mismo tiempo que se sintetiza.

Existen diferentes métodos de cuantificacion, para este proyecto se utilizaron sondas TagMan

gue permiten medir la sintesis mediante un sistema de sondas doblemente marcadas.
4.2.9.1 Andlisis mediante el uso de sondas TaqgMan

Las sondas TagMan poseen un fluoréforo en el extremo 3’ y un supresor que fluorescencia en

el extremo 5’. Esta sonda hibrida en la zona central del producto a amplificar.

Al realizar la reaccidn de amplificacién con la sonda y los iniciadores especificos, la primera
hibrida en el amplicdn. El fluorérofo deberia emitir sefial, pero no lo hace por la proximidad con
el supresor. Al actuar la polimerasa, su actividad exonucleasa 5’->3’ hidroliza la sonda,
provocando la separaciéon del supresor y por lo tanto que el fluoréforo pueda emitir
fluorescencia, relaciondndose la cantidad de fluorescencia emitida con la cantidad de amplicén

producida (Figura 4.2.1).

o

Durante 13 hibridacién, 1a sonda
_— TaqMan se une alaregion de interés.

. Extension

(_Q Durante la extension, la sonda se
desplaza parcialmente, y el fluoréforo
. es liberado, pudiendo emitir sefal.

4 @ Fluoréforo

— :;o o Supresor

Figura 4.2.1 Sistema de emision de fluorescencia mediante sondas TagMan. Adaptada del libro de
aplicaciones de BioRad

Se realizd la cuantificacidn relativa del gen NPC1 y un gen control (GADPH). En primer lugar, se

optimizd la cantidad de cDNA necesaria para conseguir la maxima eficiencia de reaccion,
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trabajando por triplicado con cantidades de cDNA de 100 a 0,01 ng. Las eficiencias de reaccidn

obtenidas en la reaccién multiplex fueron de: 112% para NPC1 y 113% para GADPH.

Cada reaccion fue realizada por duplicado a partir de 1 ng de cDNA. El experimento fue realizado
en multiplex, para ello se mezclaron 10 puL de la TagMan® Multiplex Mastermix con 1 uL de
sonda de NPC marcada en FAM y 1 ulL de sonda para GADPH macada con el fluoréforo VIC. Se
afiadio el cDNA y se utilizé agua ultrapura para llegar a un volumen final de 20 pL. Las sondas

utilizadas se describen en la tabla 3.4. del aparatado de materiales.

La reaccion fue realizada con el siguiente programa térmico: 952C durante 10 minutos, seguidos
de 40 ciclos de 959C durante 15 segundos y 602C durante 1 minuto. La amplificacién fue
realizada en un equipo ViiA7® (Applied Biosystems). Los datos fueron obtenidos mediante el

programa informatico ViiA7™ Software v.1.2.3.

Cada reaccion fue realizada por duplicado a partir de 1 ng de cDNA. El experimento fue realizado
en multiplex, para ello se mezclaron 10 uL de la TagMan® Multiplex Mastermix con 1 plL de
sonda de NPC1 marcada en FAM y 1 pL de sonda para GADPH macada con el fluoréforo VIC. Se
afiadid el cDNA y se utiliz6 agua ultrapura para llegar a un volumen final de 20 pL. Las sondas

utilizadas se describen en la tabla 3.5. del aparatado de materiales.

La reaccion fue realizada con el siguiente programa térmico: 952C durante 10 minutos, seguidos
de 40 ciclos de 95°C durante 15 segundos y 602C durante 1 minuto. La amplificacién fue
realizada en un equipo StepOne Plus® (Applied Biosystems). Los datos fueron obtenidos

mediante el programa informatico StepOne Software v.2.2.2.

4.2.9.2 Rectas estandar

Se evalud la eficiencia de las reacciones mediante la construccidon de una recta estandar para
cada analisis mediante el uso de diluciones 1/10 de un cDNA control por triplicado, partiendo
de una cantidad de cDNA de 100 ng hasta 0,01 ng. Se calculd el valor Cy medio y su desviacidn
estandar (DE) entre réplicas para a continuacion representar el logio de la cantidad de cDNA en
cada dilucién frente al Cr medio obtenido. Seguidamente, se ajustaron los puntos de la recta 'y
se determind el coeficiente de determinacién (R?), para calcular la eficiencia de la amplificacién

(E) a partir de la pendiente de la recta.

126



MATERIAL Y METODOS

Se considerd la reaccidn optimizada cuando las réplicas fueron consistentes entre ellas (DE<0,2),
la recta era practicamente lineal (R? <0,9) y la eficiencia de la reaccién se encontraba entre 85-

115%
4.2.9.3 Normalizacion de los datos

El estandar interno utilizado, como gen de referencia, fue GADPH. Su cuantificacion debe ser
aproximadamente la misma en los tres experimentos realizados ya que su expresion se

considera estable.

Para cada reaccion se normalizdé el Cr medio de GADPH mediante la férmula:

C,,NPC1 C.,GADPH
Enpcs ™ / EGappr ™

Siendo Cr (“cycle treshold”) el ciclo en el que la amplificacion pasa a ser exponencial y E la
eficiencia de amplificacién. El valor del Cr es inversamente proporcional a la cantidad de DNA

molde.
4.2.9.4 Cuantificacion relativa

Utilizamos medidas de expresion génica de eficiencia corregida utilizando el método descrito

por Pfaffl en 2006.
4.2.9.5 Asignacion de efecto para variantes

El estudio de efecto de variantes se realizé mediante métodos bioinformaticos. Tras la
prediccidon del efecto mediante predictores “in silico” se realizé un andlisis conservacional de la
secuencia gendmica. Mediante el programa en red, Clustal Omega ((EMBI-EBI; ver enlaces) se

compard la secuencia a estudio con la secuencia del gen NPC1 en treinta especies distintas.

Posteriormente, mediante el programa Swiss PDB Viewer se comprobd el efecto causado por
cada variante en la estructura tridimensional de la proteina NPC1, superponiendo la estructura

de la proteina salvaje con la variante.
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4.2.10 Analisis exdmico

El estudio del exoma completo fue realizado en 11 sujetos con sintomatologia sugestiva de

enfermedad de NP-C.

El estudio fue contratado a Sistemas Gendmicos (Valencia, Espafia) para su realizacion utilizando

la plataforma llumina HiSeq 2000 y el sistema de captura SureSelect Human AB Exon 74 Mb.

El DNA proporcionado fue extraido de sangre total, fue purificado y se evalud su integridad con
la intencidn de cumplir los criterios de calidad impuestos por el proveedor del servicio. Se
subministraron 5 pg de DNA de cada probando, diluidos en agua destilada libre de DNAsas y
RNAsas.

4.2.10.1 Purificacion del DNA

El DNA fue purificado mediante un sistema de columnas Microcon®. El procedimiento consistié
en colocar una columna en un tubo de recogida de 2 mL y afiadir 100 puL de DNA para a
continuacidén realizar una centrifugacién de 10 minutos a 14.000 g. Tras esta el tubo de recogida
fue sustituido por uno nuevo y la columna se invirtié sobre el mismo, realizando una nueva
centrifugacion de 3 minutos a 1.000 g para recuperar la fraccién de DNA adherida a la membrana

de la columna. Esta fraccidn fue diluida en 50 plL de agua destilada libre de DNAsas y RNAsas.
4.2.10.2 Valoracion de la integridad del DNA

La integridad del DNA a enviar fue analizada mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% con
0.1% de bromuro de Etidio. Se analizaron 50 ng de DNA mezclados con 2 pL de azul de
bromofenol. La electroforesis fue realizada en tampdn TAE1x sometiendo el gel a 94 V durante

1 hora, para posteriormente analizar el gel en el transiluminador.
4.2.10.3 Analisis de los resultados

Los resultados fueron analizados mediante la plataforma GeneSystems proporcionada por la

misma empresa que realizo la parte experimental.

Se pasaron controles de calidad que consistian en evaluar el porcentaje de lecturas utiles, la

coberturay la profundidad de los mismos.
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En un primer cribado se analizé la secuencia exémica de cada paciente independientemente,
buscando variantes patogénicas conocidas asociadas a otras enfermedades que pudiesen
justificar la sintomatologia clinica que presentaban. A continuacidn, se agruparon los pacientes
por similaridad y se analizé la presencia de variantes de baja frecuencia o sin frecuencia descrita
buscando alteraciones comunes entre los diferentes sujetos que formaban cada grupo. Siempre
se tuvo en consideracidn que las variantes estudiadas afectaran a la isoforma candnica de la

proteina.
4.2.10.4 Validacion de las variantes genéticas observadas

Los resultados obtenidos en el apartado anterior se validaron mediante secuenciacidon Sanger
de los fragmentos de interés, utilizando los iniciadores descritos en la Tabla 4.1.2. Las

condiciones de amplificacion para cada uno de los fragmentos se especifican en la tabla 4.2.13.

PROCESO TEMPERATURA (2C) TIEMPO (minutos) CICLOS DE REPETICION
Desnaturalizacidn 95 5 1
Desnaturalizacidon 95 0,5
Hibridacién:

SMPD1 65
ANK1 56 35
0,5
SPG7 58
POLG 63
Elongacion 72 0,5
Elongacion 72 10 1
Mantenimiento 4 oo 1

Tabla 4.2.13. Condiciones de la amplificacion por PCR de los fragmentos de DNA para validar las variantes
asociadas a patogenicidad detectadas mediante el estudio de exomas

Todos los fragmentos se prepararon para la reaccién de secuenciacién siguiendo los protocolos
establecidos en los apartados 4.2.6.2 y 4.2.6.3. El analisis de los resultados de la secuenciacion
por fragmentos se realizé mediante el programa informatico Variant Reporter, utilizando las
mismas secuencias de referencia que para el disefio de los iniciadores, para el gen SMPD1 se
utilizé la secuencia NG_011780.1, para ANK1 fue NG_012820.1, para el gen SPG7 se usé la
secuencia de referencia NG_008082.1 y para POLG la NG_0008218.2.

Todas las variantes analizadas se encontraban registradas en la base de dados HGMD vy se

contrastaron con la bibliografia existente para confirmar su patogenicidad.
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4.2.11 Anadlisis molecular del premiR33a

El analisis de variantes en la secuencia del pri-miR33a se realiz6 mediante amplificacién por
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de la regién gendmica donde se encuentra ubicada,

en el intron 16 del gen SEBRF2.

La secuencia génica utilizada para el disefio de los iniciadores se obtuvo de la base de datos Gene
del NCBI. En este caso, dado que se pretendia realizar una amplificacion mayor que la secuencia
de referencia del pri-miR33a (NR_029507.1) no se utilizé esta sino la secuencia de referencia del
gen SEBRF2 (NC_000022.11), ya que la primera se encuentra ubicada en el intrén 16 de este

gen.
4.2.11.1 Amplificacion de los fragmentos

Reactivos:

e Agua destilada libre de DNAsas y RNAsas
e Buffer de reaccién

e MgCl,

e |niciadores

e Enzima Taq polimerasa

e Agarosa

e Bromuro de etidio

e Azul de bromofenol

e Marcador de pesos moleculares

e TAE (Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) + Tris aminometano + Acido acético)
Procedimiento:

El disefio de la amplificacién por PCR se realizé para este proyecto mediante el programa
informatico Oligo v.7.0 y se validdo mediante Primer Blast, para comprobar que el disefio no

hibridara en otras regiones del mismo gen ni del genoma completo.
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Para realizar las amplificaciones, en un vial de 0,2 plL se afiadieron la polimerasa termoestable,
el tampén y el MgCl; necesarios, los nucledtidos (ANTPs), los iniciadores y el DNA. Llegando a un

volumen final de trabajo de 20 pL con agua destilada libre de DNasas y RNasas.

Las cantidades y concentraciones finales se muestran en la tabla 4.2.14.

REACTIVO VOLUMEN (uL) Concentracion final
ddH20 estéril 13,3
Tampdn (10x) 2 1x
dNTPs (2 mM) 2 200 nM
DNA (50 ng/pL) 1 2,5ng
MgCl; (50 mM) 0,6 1,5mM
Iniciador directo (10 uM) 0,5 250 nM
Iniciador inverso (10 pM) 0,5 250 nM
Taq Polimerasa 5 U/ulL 0,1 0,5 U/uL

Tabla 4.2.14. Cantidades y concentraciones finales para las amplificaciones por PCR del pri-miR-33a.

La reaccién de PCR se llevd a cabo en un termociclador Verity. El programa de amplificacion
utilizado consistid en una desnaturalizaciéon de 5 minutos a 949C seguida de 35 ciclos de 94¢C
durante 30 segundos, 672C durante 30 segundos y 722C durante 1 minuto, para finalizar con una

elongacion a 729C durante 5 minutos y un mantenimiento de la reaccion a 42C hasta su uso.

Las amplificaciones fueron purificadas mediante el kit ExoSap-IT® como se describe en el
apartado “4.2.6.2.-Purificacion de los productos de PCR mediante ExoSap-IT®” y analizadas
mediante el sistema de secuenciacidon Sanger descrito en el apartado “4.2.6.3.- Analisis de la
secuencia de los amplicones mediante Sanger”. Los resultados fueron analizados mediante el
programa Variant Reporter v.1.1, utilizando como secuencia de referencia la utilizada para el
disefio de los iniciadores. Las variantes observadas se analizaron mediante predictores

bioinformaticos de efecto.
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4.2.12 Analisis estadistico de los datos

El programa informatico IBM SPSS Statistics v22 fue utilizado para llevar a cabo todos los analisis
estadisticos. El test de Kolmogorov-Smirnov se utilizd para comprobar el ajuste de las variables

ala normal.

Cuando las variables se ajustaban correctamente se utilizaron test paramétricos para su analisis,
en caso contrario se trataron de ajustar mediante métodos logaritmicos, o fraccionales y en caso
de no conseguir el ajuste a la normalidad se utilizaron test no paramétricos para su analisis. Los

p-valores menores a 0,05 se consideraron estadisticamente significativos.

Asi mismo, los datos de sensibilidad, especificidad, exactitud, precisién, y el coeficiente de
correlacién de Matthew (ecuaciones 1, 2, 3, 4, y 5 respectivamente) se utilizaron para el andlisis

de los mejores predictores de efecto en los genes NPC1y NPC2.

Sensibilidad = V;’+ PFB (1)

Especificidad = VI;TFP( )

Exactitud = % (3)

Precisiéon = V:fFP (4)

MCC VP+VB—FP+FB (5)

= J(VP+FP)(VP+FB)(TB+FP)(TB+FB)
4.2.13 Procedimiento de trabajo

El procedimiento de trabajo habitual cuando llegaban muestras con sospecha de NPC al
laboratorio consistia en realizar la separacion de fracciones y seguidamente analizar los

biomarcadores plasmaticos.

Cuando los niveles de biomarcadores (CT, CCL18/PARC y 7-CC) o el NPC-SI eran indicativos de
proseguir con el estudio, se procedia al analisis mediante secuenciacién Sanger de los genes

NPC1y NPC2.
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Si en el estudio aparecia alguna variante de significado incierto se solicitaba una nueva muestra
para poder realizar el estudio del RNA mensajero y de expresion. El flujo de trabajo descrito se

muestra en la Figura 4.2.2.

Sujeto con sospecha de NPC
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Figura 4.2.2 Esquema de trabajo tras recibir una muestra con sospecha de Enfermedad de Niemann Pick
tipo C.
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RESULTADOS

A continuacion, se presentaran los resultados obtenidos para esta memoria. Parte de ellos se

encuentran publicados en diferentes articulos o pendientes de aceptacién de los mismos.

Este apartado esta estructurado en base a los objetivos marcados para el proyecto.

5.1 BLOQUE 01: ESTUDIOS PARA LA DETECCION DE LA
ENFERMEDAD

5.1.1 Desarrollo de nuevos sistemas de cribado para NP-C

El trabajo que se presenta a continuacidn se publicé en Clinica Chimica Acta en 2018 (Manuscrito

1).
5.1.1.1 Descripcion de los pacientes

Las muestras utilizadas para el desarrollo de este objetivo incluyen controles y pacientes con
enfermedad de Niemann Pick tipo C, y sujetos afectos de otras enfermedades de depdsito

lisosomal (EDL).

Los sujetos a estudio se han dividido en funcidn de la presencia o ausencia de EDL, clasificados
segln los valores de biomarcadores y los estudios genéticos correspondientes. Posteriormente,
el grupo de afectos se ha subdivido de acuerdo con la enfermedad que presentaban los sujetos

(Figura 5.1.1.).
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/

* Gen con variantes

asociadas a enfermedad
(NPC1, NPC2, LIPA)

\ _4

Figura 5.1.1 Esquema de trabajo tras recibir una muestra con sospecha de Enfermedad de Niemann Pick tipo
C.

5.1.1.2 Test de resistencia osmotica eritrocitaria

5.1.1.2.1 Cribado de pacientes al diagndstico

Se evalué el grado de hemolisis a diferentes concentraciones de solucién salina, y mediante la
evaluacién de curvas caracteristicas operativas del receptor (ROC, acréonimo en inglés),
determinando que la concentracion que permitia una mayor discriminacién entre los sujetos
sanos y afectos de EDL era la de 0,49% de NaCl, con un drea bajo la curva (AUC) de 0,84 y un
intervalo de confianza (IC) entre 0,74 y 0,94 (Figura 5.1.2.).
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RESULTADOS

Figura 5.1.2 Curva ROC para las
diferentes concentraciones de
solucidn salina testadas.

(A) Concentraciones de 0,1 a
0,9%

(B)Concentraciones de 0,41 a
0,55%. La mejor curva esta
resaltada en mayor tamaio y
corresponde a una
concentracién de 0,49% de NaCl.

Mediante el test U de Mann-Whitney se analizd la existencia de diferencias entre los controles

y los afectos de EDL, observandose que las mismas eran significativas (p-valor=0,00), siendo la

resistencia osmética mayor en el grupo de afectos que en los controles (Figura 5.1.3.).
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Figura 5.1.3 Boxplot afectos de NP-C o DLAL vs controles. Boxplot afectos de EDL vs controles.
Representacion de la diferencia de resistencia eritrocitaria observada a una concentracion de solucion
salina del 0,49% entre los sujetos afectos de EDL y el grupo control. *Diferencia estadisticamente
significativa con un p-valor=0,00

Se realiz6 el mismo test entre los pacientes EDL divididos por enfermedad y el grupo control,
observandose nuevamente una diferencia estadisticamente significativa entre los pacientes de
NP-C o DLAL y los controles (p-valor=0,01 y 0,00 respectivamente) pero, segun el test de
Delonge esta diferencia no se observaba entre los pacientes con diagnéstico de NP-Cy DLAL (p-

valor>0,05; Figura 5.1.4.).
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Figura 5.1.4 Boxplot afectos de EDL vs controles. Representacion de la diferencia de resistencia
eritrocitaria observada a una concentracién de solucién salina del 0,49% entre los sujetos afectos de
EDL y el grupo control. *Diferencia estadisticamente significativa.

Se consideraron aceptables un valor de sensibilidad del 80% y de especificidad del 70%.
Utilizando estos valores como puntos de corte, se consideré que valores de hemdlisis por debajo
del 51% en los test de resistencia osmética, debian considerarse como sujetos susceptibles a ser

afectos de EDL y por lo tanto debia ampliarse el estudio siguiendo el protocolo establecido

(Figura 5.1.5).
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Figura 5.1.5 Protocolo de estudio de muestras en funcion del resultado del test de hemodlisis.
Representacion de la diferencia de resistencia eritrocitaria observada a una concentracién de solucion
salina del 0,49% entre los sujetos afectos de NP-C, los sujetos afectos de DLAL y el grupo control.
*p=0,00.**p=0,01.

5.1.1.2.2 Aplicacion del test de hemdlisis para la monitorizacion de pacientes

Un grupo formado por 10 pacientes (2 NP-C, 8 DLAL) fue monitorizado para analizar el
porcentaje de hemdlisis producido por una soluciéon salina al 0,49% en el seguimiento de la

respuesta al tratamiento.

Los pacientes de DLAL en tratamiento con Sebelipasa (Alexion, USA) presentaron un incremento
en el % de hemdlisis, llegando a valores superiores al 51%. El paciente DLAL-1, que no ha recibido
tratamiento, mantiene la disminucion en el grado de hemdlisis. (Figura 5.1.6). En todos los casos
el paciente ha recibido tratamiento durante un minimo de dos meses antes de la determinacion
en la que se observa la mejora, en los casos DLAL-2, DLAL-4 y DLAL-5 se observa una nueva
disminucién en el porcentaje de hemdlisis en la Ultima determinacidn, sin que exista un
empeoramiento del resto de biomarcadores en estos sujetos, por lo que es necesario seguir
controlando a estos pacientes para determinar si se trata de una alteracidén puntual, o si se trata

de un indicador temprano de empeoramiento del paciente.
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Los dos pacientes de enfermedad de NP-C monitorizados no muestran una mejora en este
marcador, uno de ellos no estd en tratamiento y el otro parece no ser un buen respondedor al

tratamiento con Miglustat (Actelion a Janssen Pharmaceutical Company).
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Figura 5.1.6 Grafico de evolucién de los pacientes de DLAL monitorizado. La primera muestra recibida tras
el inicio del tratamiento esta indicado con una flecha en cada uno de ellos.

5.1.1.3 Cuantificacion del colesterol contenido en la membrana

eritrocitaria

El contenido de colesterol contenido en la membrana eritrocitaria se evalué en 73 sujetos de los

cuales 10 eran afectos de EDL (5 afectos de DLALy 5 de NP-C) y 63 eran controles sanos.

Los resultados obtenidos de la cuantificacion (Tabla 5.1.1) no seguia una distribuciéon normal, y
no pudo adaptarse mediante conversidn logaritmica ni fraccional por lo que se utilizé el método
no paramétrico de Kruskal-Wallis para analizar si los valores obtenidos mostraban diferencias

significativas entre los dos grupos, no siendo estas estadisticamente significativas (p>0,05).
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[Colesterol] Colesterol Colesterol[l
Muestra Sexo Muestra Sexo Muestra Sexo
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
Control Q 3,32 Control d 3,84 Control Q 6,21
Control Q 2,93 Control d 4,18 Control Q 2,40
Control e 2,25 Control e 3,21 Control Q 2,17
Control e 1,64 Control Q 3,43 Control d 3,73
Control Q 3,62 Control J 3,13 Control Q 3,67
Control ? 3,13 Control J 3,54 Control dJ 1,27
Control e 4,75 Control J 3,35 Control Q 3,50
Control Q 2,97 Control Q 3,69 Control Q 3,80
Control fo 2,57 Control J 3,46 Control J 6,17
Control ? 2,52 Control J 3,73 Control Q 3,10
Control @ 3,18 Control d 5,23 Control d 3,51
Control d 2,06 Control 1% 2,40 Control Q 2,53
Control @ 3,34 Control d 1,87 Control Q 1,22
Control d 2,85 Control @ 1,96 Control Q 3,26
Control Q 3,63 Control Q 1,91 Control d 1,40
Control ? 1,47 Control d 3,56 Afecto Q 3,26
Control ? 2,00 Control dJ 1,22 Afecto Q 2,91
Control e 3,28 Control dJ 4,22 Afecto Q 1,13
Control Q 3,52 Control Q 4,43 Afecto g 2,51
Control fo 2,99 Control J 4,51 Afecto J 1,38
Control Q 3,13 Control Q 2,19 Afecto d 3,21
Control ? 3,21 Control d 1,86 Afecto Q 3,37
Control e 2,65 Control Q 2,30 Afecto Q 4,24
Control fo 5,64 Control J 2,30 Afecto J 3,51
Afecto Q 3,78
Control 3,11 2,30-3,63
Media
Afecto 2,93 2,61-3,48

Tabla 5.1.1. Concentracion de colesterol embebido en la membrana eritrocitaria en los controles y
pacientes analizados.
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5.1.2 Valoracion de la determinacion combinada de

biomarcadores

Para un grupo de 165 sujetos, no relacionados entre ellos, se ha realizado la determinacion de
la actividad quitotriosidasa, y la evaluado la concentracidn de la quimiocina CCL18/PARC y del
oxisterol 7-cetocolesterol. En todos aquellos casos en que se disponia de informacién clinica se

ha calculado el indice de sospecha de sufrir NP-C (NPC-SI).

El estudio genético permitid clasificar estos individuos en 148 sanos, 5 portadores de una
variante asociada a patogenicidad y 8 sujetos con dos variantes descritas previamente como
causales de NP-Cy 4 individuos cuyas variantes se reclasificardn como causales de la enfermedad

al finalizar este trabajo pero que ya se incluyen en el grupo de afectos para este analisis.

5.1.2.1 Validacion de la utilidad del NPC-SI

Se disponia de informacidn clinica de un 89,70% (148/165) de los sujetos, para los que se evalud

el NPC-SI utilizando la aplicacidn online existente (Ver enlaces).

Los riesgos obtenidos se clasificaron el elevado, medio y bajo con la intencién de poder
categorizar de forma conjunta aquellos sujetos menores de 4 afios, y los mayores de esta edad.
Para esta categorizacion se utilizaron los rangos de puntuacion recomendados por los

desarrolladores de la aplicacion (Tabla 5.1.2).

< 4 aios > 4 aiios
Riesgo bajo <3 <20
Riesgo moderado 3-5 20-39
Riesgo elevado 26 240

Tabla 5.1.2. Equivalencias entre las puntuaciones obtenidas y el riesgo asignado por edad.

En la categoria de bajo riesgo se incluyeron a 21 sujetos (14,19%), en riesgo moderado 39
(26,35%) y el mayor grupo fue el formado con pacientes con un elevado riesgo de sufrir

enfermedad de NP-C con 88 (59,46%) sujetos.

Segun el estudio genético realizado a los 148 sujetos con informacion clinica, 11 de ellos eran
afectos de la enfermedad, 5 portadores de esta y 132 no presentaban ninguna variante genética

asociada con la enfermedad.
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Ninguno de los sujetos afectos se encontraba englobado en la categoria de bajo riesgo. Todos
los portadores y 3 afectos mostraban segin el NPC-SI un riesgo moderado de sufrir la
enfermedad mientras que los 8 afectados restantes se clasificaron correctamente en el grupo

de alto riesgo.

Los tres afectados considerados de riesgo moderado presentaban Unicamente sintomatologia
visceral, no habiendo desarrollado sintomas neuroldgicos en la fecha de presentacién de este

proyecto.

Considerando estos resultados la sensibilidad del NPC-SI es del 72,72%, mientras que su

especificidad es del 42,85%.
5.1.2.2 Validacion de la utilidad de la actividad quitotriosidasa

La actividad de la enzima quitotriosidasa se determind, en una muestra de plasma, para los 165
sujetos. El estudio se realizé siguiendo los protocolos descritos en los apartados 4.2.1.1y 4.2.2.1

de material y métodos.

Cuando los valores de actividad detectados eran inferiores a 23 o superiores a 75 nmol/mL/h se
analizd la presencia de la duplicacién de 24 pb en el gen CHIT1, que provoca la inactivacion de
la enzima (apartado 3.2.5 de material y métodos), y se corrigié la actividad detectada
multiplicando por dos el valor obtenido en aquellos sujetos heterocigotos para la duplicacion.
Seis sujetos presentaron la duplicacion de 24pb en homocigosidad, por lo que no tenian

actividad quitotriosidasa y tuvieron que ser excluidos del estudio.

Los sujetos que no presentaban ninguna variante asociada a patogenicidad en los genes NPC1y
NPC2, presentaron un valor medio de actividad quitotriosidasa de 82,10 +144,00 nmol/mL/h
(media tdesviacion estandar), mientras que los sujetos portadores de una o dos variantes
asociadas a la enfermedad de NP-C presentaban valores de 183,00 +264,16 nmol/mL/hy 567,42

+528,09 nmol/mL/h respectivamente.

Segun la prueba t de Student la diferencia entre la media de los sujetos sanos (portadores o no
de la enfermedad) y los afectados, es estadisticamente significativa (p=0,009; Figura 5.1.7) por
lo que el valor de actividad quitotriosidasa es util como sistema de cribado entre sujetos sanos
y afectos, siempre que el sujeto no presente un genotipo nulo (homocigosidad para la

duplicacidn).
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Figura 5.1.8 Boxplot con los resultados de actividad quitotriosidasa para cada grupo. *=p<0,05

Se realizé la curva ROC, comparando Unicamente los individuos sanos frente a los afectos (Figura
5.1.8) que presentaba un AUC de 0,95 (IC=0,91-0,99) y estableciendo unos criterios de
sensibilididad y especificidad del 100% y del 84% se establecid el punto de corte para la actividad

quitotriosidasa en 102 nmol/mL/h.
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Figura 5.1.7 Curva ROC para la utilidad de la actividad quitotriosidasa como biomarcador de
enfermedad de NP-C.
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5.1.2.3 Validacion de la utilidad de la concentracion de CCL18/PARC

La concentracion de la quimiocina CCL18/PARC se determind, en una muestra de plasma, para
los 165 sujetos. El estudio se realizd siguiendo los protocolos descritos en los apartados 4.2.1.1

y 4.2.2.2 de material y métodos.

Los sujetos sanos presentaban una concentracion de 78,05+60,36 ng/mL, los portadores de una
variante patogénica tenian unos niveles de 129,80+66,49 ng/mL, mientras que los afectos
llegaban a niveles de 416,12+281,72 ng/mL. Estas diferencias eran estadisticamente

significativas (p<0,05) entre los sujetos sanos y los afectos (Figura 5.1.9).

1000
800
600—

400—

B =

T T T

CCL18IPARC (ngimL)

Figura 5.1.9 Boxplot con los resultados de la concentracion CCL18/PARC para cada grupo. *=p<0,05

La diferencia entre la media de los sujetos sanos y los afectos era estadisticamente significativa
segun la prueba t de Student. Ademas, la curva ROC (Figura 5.1.10) mostraba un AUC de 0,96
(1C=0,93-0,99) lo que permitioé establecer, con una sensibilidad del 100% y una especificidad del

84% un punto de corte para este biomarcador de 120 ng/mL.

148



RESULTADOS

Curva ROC

0.8

0,6

Sensibilidad

T T
0,0 0.2 0.4 0.6 0.8 1,0

1 - Fepeaecificidad

Figura 5.1.10 Curva ROC para la utilidad de la concentracién de la quimiocina CCL18/PARC como
biomarcador de enfermedad de NP-C.

5.1.2.4 Validacion de la utilidad de la concentracion de 7-cetocolesterol

La concentracion del oxisterol 7-cetocolesterol se determind, en una muestra de plasma
conservada con BHT, para los 165 individuos. El estudio se realizd siguiendo los protocolos

descritos en los apartados 4.2.1.1 y 4.2.2.3 de material y métodos.

Los sujetos sanos presentaban una concentracion de 13,17 +44,17 ng/mlL, los portadores de una
variante patogénica tenian unos niveles de 913,40 +1857,00 ng/mL, mientras que los afectos
llegaban a niveles de 580,85 %812,13 ng/mlL. Estas diferencias eran estadisticamente
significativas (p<0,05) entre sujetos sanos y afectos (Figura 5.1.11). Los valores elevados
detectados en los portadores, se deben a la existencia de tres individuos portadores con
sintomatologia clinica de los que se esta ampliando el estudio. Cuando excluimos estos tres
sujetos del estudio los valores de 7-cetocolesterol de los portadores se reducen a 10,24 +11,67

ng/mLy la diferencia entre portadores y afectos pasa a ser estadisticamente significativa.
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Figura 5.1.12 Boxplot con los resultados de la concentracién de 7-CC para cada grupo. *=p<0,05

La diferencia entre la media de los individuos sanos y los afectos era estadisticamente
significativa segun la prueba t de Student, asi como la media entre los portadores y los afectos.
Ademas, la curva ROC (Figura 5.1.12) mostraba un AUC de 0,99 (IC=0,97-1,00) lo que permitié

establecer, con una sensibilidad del 100% y una especificidad del 95% un punto de corte para

este biomarcador de 59,9 ng/mL.
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Figura 5.1.11 Curva ROC para la utilidad de la concentracion del oxisterol 7-CC como biomarcador de
enfermedad de NP-C
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5.1.2.5 Valoracion combinada de los tres biomarcadores

Solamente 14 individuos presentaban valores superiores al punto de corte establecido para los
tres biomarcadores, y uno presentaba una actividad quitotriosidasa nula, pero valores

superiores al punto de corte para CCL18/PARCYy 7-CC (Tabla 5.1.3.).

Individuo Estado Qt (nmol/mL/h) CCL18/PARC (ng/mL) 7-CC (ng/mL)

1 Portador 119,00 158,00 104,00
2 Portador 0,00 203,00 4232,00
3 Portador 573,00 157,00 210,50
4 Afectado 1837,00 834,00 498,50
5 Afectado 104,00 124,00 153,80
6 Afectado 139,00 151,00 1156,50
7 Afectado 653,00 178,00 333,50
8 Afectado 1129,00 514,00 388,20
9 Afectado 876,00 957,00 278,00
10 Afectado 113,00 208,00 91,30
11 Afectado 620,00 346,00 231,30
12 Afectado 716,00 634,00 239,90
13 Afectado 131,00 477,00 159,00
14 Afectado 173,00 447,00 384,10
15 Afectado 318,00 127,00 3006,00

Tabla 5.1.3. Estado y valores observados en los sujetos que mostraban elevacién de los tres
biomarcadores.

La utilizacién combinada de los tres biomarcadores permitié detectar a los 12 individuos afectos

y a tres portadores con sintomatologia clinica.

5.2 BLOQUE 02: ESTUDIOS GENETICOS

5.2.1 Caracterizacion de los genes NPC1 y NPC2 en poblacion

espanola

Se realizé un estudio de despistaje de enfermedad de NP-C en 180 individuos, no relacionados

entre ellos.
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De los individuos analizados noventa y ocho (54,1%) eran varones y ochenta y dos (45,3%)
mujeres, con una media de edad de cuarenta y un aios, comprendidos en un rango de 0 a 80

anos.

Seguln los datos publicados, 135 de los individuos analizados no portaban ninguna variante
asociada a patogenicidad para la enfermedad de NP-C, 10 sujetos se clasificaron inicialmente
como afectados de la enfermedad por presentar dos variantes patogénicas, y 9 portadores de
variantes asociadas a la misma. Los 26 sujetos restantes portaban variantes cuyo efecto se
desconoce, dos de ellos presentaban deleciones del gen, uno tenia una delecién de gran tamano

y otro una delecién puntual.

Las principales manifestaciones clinicas de los individuos considerados afectos fueron

clasificadas en tres grandes bloques: manifestaciones viscerales, neuroldgicas y/o psiquiatricas.

Las principales manifestaciones viscerales que se reportaron fueron visceromegalias
(esplenomegalia y/o hepatomegalia), observandose en un 27,6% de los casos. Respecto a las
manifestaciones neuroldgicas las mas frecuentes fueron la ataxia (55,8%) y las alteraciones
cognitivas, principalmente demencia (42,0%), seguidas de la paralisis de la mirada vertical (33,7)
y la distonia (32,0%). Las manifestaciones psiquiatricas mas frecuentes fueron los trastornos

psiquiatricos (esquizofrenia, trastorno bipolar...) con una frecuencia del 40,3% (Tabla 5.2.1).

p p CASOS TOTAL
ALTERACION SINTOMA/SIGNO DETECTADOS n (%)
n
Ascitis neonatal 0 0,00%
Organomegalia
. . 51 28,24%
(hepatomegalia y/o esplenomegalia)
VISCERAL Ictericia neonatal 13 7,65%
Bilirrubinemia directa 0 0,00%
Colestasis 4 2,20%
Infiltrados pulmonares 0 0,00%
Alteracion del movimiento ocular
. 61 33,70%
vertical
Ataxia 101 55,80%
Cataplejia 10 5,50%
NEUROLOGICA Convulsiones gelasticas 9 5,00%
Demencia 76 42,00%
Disatria y/o disfagia 37 20,40%
Distonia muscular 58 32,00%
Espasticidad 8 4,40%
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CASOS
ALTERACION SINTOMA/SIGNO DETECTADOS

n
Mioclonia 9
Epilepsia 12
Discapacidad intelectual 0
Sintomas psicéticos
(alucinaciones, ilusiones, etc.) 14

Alteraciones psicoticas

(esquizofrenia, trastorno bipolar,

etc.) 73
Resistencia a tratamientos

PSIQUIATRICA

antipsicoéticos 12

Comportamiento agresivo 9

Tabla 5.2.1. Descripcidn clinica de los 180 individuos analizados

RESULTADOS

TOTAL
n (%)

5,00%
6,60%
0,00%

7,70%

40,30%

6,60%
5,00%

El valor del NPC-SI fue calculado en el laboratorio siempre que las muestras fueran acompafadas

de informacion clinica (85,60% de los casos). El test proporciona un valor numérico y un riesgo

de padecer la enfermedad. En esta cohorte un 51,9% presentaban alto riesgo, un 22,1% un

riesgo moderado y solamente un 11,6% de las muestras presentaban un riesgo bajo de padecer

NP-C.

Entre los 10 individuos afectados de la enfermedad de NP-C, las manifestaciones clinicas mas

frecuentes fueron las visceromegalias (5/10; 50,00%), desglosandose en 5 esplenomegalias

(50,00%) y 3 hepato-esplenomegalias (30,00%). Los sintomas neuroldgicos mas frecuentes

fueron la ataxia y la demencia (4/10; 40,00%) y el psiquiatrico las alteraciones psicéticas (3/10;

30,00%). En la Tabla 5.2.2 se muestra la sintomatologia presentada por cada uno de los sujetos.
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Ascitis X X

Hepatomegalia X X X

VISCERAL

Esplenomegalia X X X X X
Paralisis mirada

vertical

Ataxia X X X X
Cataplejia X

Demencia X X X X

Disfagia o Disartria X X

NEUROLOGICA

Distonia X

Espasticidad

Mioclonias

Discapacidad

intelectual

Hipotonia X

Sintomas psicoéticos

PSIQUI

ATRICA

Alteraciones psicoticas X X X

Tabla 5.2.2. Informacion clinica de los individuos con minimo 1 variante patogénica en el gen NPC1.

Antes de analizar los resultados obtenidos del anélisis de las secuencias, se realizé un estudio de
varios predictores online para las variantes génicas, con la intencion de utilizar siempre el més

indicado para los genes estudiados.

5.2.1.1 Valoracion de programes de prediccion de efecto de variantes

genéticas

Entre los resultados obtenidos por diferentes sistemas de prediccién existen discordancias
notables, en este estudio se realizd una evaluacion de los resultados obtenidos mediante varios
algoritmos de prediccion, con el objetivo de seleccionar los mejores predictores para los genes
NPC1 y NPC2. Estos resultados no coinciden completamente con los del articulo que se
encuentra en revision en la revista Proteins, ya que para la publicacién se incluyd el gen LIPA

gue también afecta a la via de transporte del colesterol a nivel lisosomal (Manuscrito 2).
5.2.1.1.1 Variantes localizadas en regién exonica

Los predictores analizados proporcionaron un valor de riesgo de patogenicidad para cada
variante (Tabla 5.2.3) y estos se dividieron dicotémicamente en base al punto de corte

establecido en las guias de cada predictor para considerar una variante patogénica.
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PROVEAN PROVEAN Mutation = FATHMM
GEN EFECTO SNPs SIFT

gendémico proteico Assessor -MKL
NPC1 Patogénico rs28942108 -2,16 -2,16 0,05 2,38 0,99
NPC1 Patogénico rs28942107 -3,60 -3,60 0,00 3,52 1,00
NPC1 Patogénico rs28942106 -8,64 -8,64 0,00 3,77 0,99
NPC1 Patogénico rs28942105 -4,80 -4,80 0,00 3,27 1,00
NPC1 Patogénico rs28940897 -2,84 -2,84 0,08 1,94 0,98
NPC1 Patogénico rs80358253 -5,40 -5,40 0,01 3,62 0,98
NPC1 Patogénico rs80358254 -3,86 -3,06 0,00 3,24 0,99
NPC1 Patogénico rs80358257 -7,78 -7,78 0,00 2,89 1,00
NPC1 Patogénico rs80358258 -2,85 -2,85 0,01 3,18 1,00
NPC1 Patogénico rs80358259 -3,84 -3,84 0,00 2,54 0,90
NPC1 Patogénico rs120074130 -1,82 -1,82 0,22 2,85 1,00
NPC1 Patogénico rs120074131 -3,50 -3,50 0,00 3,91 0,94
NPC1 Patogénico rs120074132 -3,25 -3,25 0,03 3,45 0,96
NPC1 Patogénico rs120074134 -3,98 -3,98 0,00 2,47 0,96
NPC1 Patogénico rs120074135 -1,02 -1,02 0,20 1,80 0,91
NPC1 Patogénico rs120074136 -10,97 -10,97 0,00 3,69 0,99
NPC1 Patogénico rs372030650 -5,48 -5,48 0,05 3,47 0,99
NPC1 Patogénico rs374526072 -3,84 -3,84 0,00 4,02 1,00
NPC1 Patogénico rs483352885 -6,76 -6,76 0,00 2,99 0,99
NPC1 Patogénico rs483352887 -7,00 -7,00 0,00 3,12 0,99
NPC1 Patogénico rs483352888 -5,00 -5,00 0,00 3,00 0,99
NPC1 Patogénico rs483352890 -5,52 -5,52 0,00 2,68 1,00
NPC1 Patogénico rs483352891 -4,86 -4,86 0,00 3,72 0,98
NPC1 Patogénico rs730880963 -3,76 -3,76 0,01 3,72 1,00
NPC1 Patogénico rs876661319 -3,96 -3,96 0,01 3,10 0,99
NPC1 Benigno rs13381670 -2,88 -2,88 0,00 2,35 0,99
NPC1 Benigno rs61731969 0,32 0,32 1,00 -0,78 0,27
NPC2 Patogénico rs11694 -3,59 -3,60 0,07 3,46 0,99
NPC2 Patogénico rs80358260 -1,99 -1,96 0,37 2,74 0,99
NPC2 Patogénico rs80358261 -2,58 -2,58 0,00 3,19 0,99
NPC2 Patogénico rs80358264 -10,82 -10,82 0,00 3,85 0,99
NPC2 Patogénico rs80358266 -2,20 -2,20 0,19 2,52 0,99
NPC2 Patogénico rs104894458 -7,99 -7,99 0,00 3,84 0,99
NPC2 Patogénico rs483352893 -1,36 -1,37 0,00 10,00 1,00
Benigno / Neutral cuando: >-2,5 >-2,5 >0,05 <1,9 <0,5

FATHMM Enf.

GEN CON EFECTO SNPs Her Polyphen2 SNPs&GO SNPs&GO 3D SNAP2
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NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC2
NPC2
NPC2
NPC2
NPC2
NPC2
NPC2

Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Benigno
Benigno
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico

Patogénico

Benigno/neutral cuando:

GEN

NPC1

CON EFECTO

Patogénico

rs28942108
rs28942107
rs28942106
rs28942105
rs28940897
rs80358253
rs80358254
rs80358257
rs80358258
rs80358259
rs120074130
rs120074131
rs120074132
rs120074134
rs120074135
rs120074136
rs372030650
rs374526072
rs483352885
rs483352887
rs483352888
rs483352890
rs483352891
rs730880963
rs876661319
rs13381670
rs61731969
rs11694
rs80358260
rs80358261
rs80358264
rs80358266
rs104894458
rs483352893

SNPs

rs28942108

-3,24
-3,64
-2,99
-2,87
-3,31
-4,22
-3,25
-3,53
-2,10
-2,40
-4,49
-3,17
-3,33
-2,69
-3,32
-5,13
-3,36
-2,03
-2,43
-3,10
-3,96
-3,82
-4,34
-3,32
-3,47
-2,38
-1,94
-2,34
-2,46
-2,64
-7,51
-0,97
-4,01
-2,39

>-1,5

PMuT

0,58

0,96
1,00
1,00
1,00
0,08
1,00
0,79
1,00
1,00
0,88
1,00
1,00
1,00
0,97
0,01
1,00
0,43
1,00
0,94
0,99
0,99
0,94
1,00
1,00
0,87
0,98
0,00
1,00
1,00
1,00
1,00
0,97
1,00
0,98
<0,5

Hansa

Con efecto

MutPred 1 Predict SNP1

0,85

0,94
0,99
0,99
0,97
0,99
0,99
0,93
0,95
0,96
0,97
0,93
0,97
0,94
0,93
0,74
0,98
0,95
0,99
0,97
0,95
0,95
0,90
0,98
0,94
0,95
0,86
0,55
0,76
0,44
0,54
0,93
0,55
0,82
0,22
<0,5

RESULTADOS

0,99
0,98
0,99
0,96

0,88
0,97
0,93
0,95
0,95
0,98
0,98
0,94
0,42
0,98
0,92
0,98
0,94
0,98
0,94
0,97

0,70

0,89

0,73
0,54

<0,5

Neutral

76,00
94,00
81,00
93,00
85,00
82,00
-47,00
60,00
14,00
80,00
44,00
96,00
87,00
69,00
47,00
99,00
16,00
79,00
42,00
50,00
61,00
58,00
66,00
29,00
29,00
83,00
-93,00
58,00
24,00
76,00
87,00
12,00
64,00
44,00
<0

Predict SNP2

1,00
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NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC2
NPC2
NPC2
NPC2
NPC2
NPC2
NPC2

Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Benigno
Benigno
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico
Patogénico

Neutral cuando:

rs28942107
rs28942106
rs28942105
rs28940897
rs80358253
rs80358254
rs80358257
rs80358258
rs80358259
rs120074130
rs120074131
rs120074132
rs120074134
rs120074135
rs120074136
rs372030650
rs374526072
rs483352885
rs483352887
rs483352888
rs483352890
rs483352891
rs730880963
rs876661319
rs13381670
rs61731969
rs11694
rs80358260
rs80358261
rs80358264
rs80358266
rs104894458
rs483352893

0,77
0,85
0,81
0,65
0,87
0,66
0,66
0,80
0,74
0,34
0,89
0,66
0,61
0,30
0,81
0,74
0,87
0,67
0,86
0,73
0,73
0,82
0,79
0,73
0,58
0,03
0,74
0,26
0,42
0,80
0,26
0,73
0,69
<=0,5

Con efecto
Con efecto
Con efecto
Con efecto
Con efecto
Con efecto
Con efecto
Con efecto
Con efecto
Con efecto
Con efecto
Con efecto
Con efecto
Neutral
Con efecto
Con efecto
Con efecto
Con efecto
Con efecto
Con efecto
Con efecto
Con efecto
Con efecto
Con efecto
Con efecto
Neutral
Con efecto
Con efecto
Con efecto
Con efecto
Con efecto
Con efecto
Neutral

Neutral

Tabla 5.2.3. Datos crudos proporcionados por cada predictor

0,87
0,90
0,94
0,83
0,90
0,87
0,91
0,86
0,95
0,97
0,97
0,82
0,88
0,80
0,97
0,85
0,90
0,58
0,65
0,69
0,64
0,93
0,94
0,64
0,22
0,57
0,81
0,53
0,89
0,99
0,57
0,97
0,94

<=0,5

RESULTADOS

Con efecto
Con efecto
Con efecto
Con efecto
Con efecto
Neutral
Con efecto
Con efecto
Con efecto
Neutral
Con efecto
Con efecto
Con efecto
Neutral
Con efecto
Con efecto
Con efecto
Con efecto
Con efecto
Con efecto
Neutral
Con efecto
Con efecto
Con efecto
Neutral
Neutral
Con efecto
Neutral
Con efecto
Con efecto
Neutral
Con efecto
Neutral

Neutral

1,00
1,00
1,00
0,02
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
0,14
-1,00
1,00
0,08
1,00
0,16
1,00
1,00
0,16
1,00
-0,27
1,00
1,00
-1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
0,64
1,00
-1,00
<0,06
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Para todos los predictores utilizados en este apartado del estudio, se obtuvo una elevada

sensibilidad, que oscilaba del 75% al 100%. La exactitud y la precisién de las predicciones
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Figura 5.2.1 Representacion grafica de los valores de sensibilidad, especificidad, CCM,
exactitud y precisidn de cada predictor analizado

también eran muy elevadas (76-100% y 91-100% respectivamente; Figura 5.2.1.).

La eficiencia era muy variable entre los predictores, teniendo algunos como FATHMM en su

version para enfermedades hereditarias o las dos versiones de SNP&GO que valoraron

erréneamente las dos variantes benignas analizada, por lo que su eficiencia fue del 0% (Figura

5.2.1).

El coeficiente de correlacion de Matthew también presentaba grandes diferencias entre los

predictores oscilando entre valores negativos y el 100% (Figura 5.2.1), también a causa de las

predicciones falsamente patogénicas.

Se utilizaron curvas ROC para evaluar los predictores, obteniendo un area bajo la curva (AUC) de

1 para el predictor MutPred1 (Figura 5.2.2.).
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RESULTADOS

Figura 5.2.2 Curvas ROC para los predictores de efecto de variantes en regiones exdnicas.

El AUC para MutPredl es de 1,00 siendo el mejor predictor. La curva para Predict SNP 1

tiene un AUC de 0,90

El predictor SNPs&GO 3D solo se evalud para NPC1 ya que requiere la existencia de un modelo

estructural de la proteina, y para NPC2 no existe.

5.2.1.1.2 Variantes localizadas en region intrdnica

Los predictores se analizaron mayoritariamente por comparacién entre los resultados obtenidos

con la forma salvaje y la forma variante del gen. Los resultados se clasificaron en base a si existia

o no alguna diferencia entre las dos formas (Tabla 5.2.4.)

FATHMM- Predict Splice Site

GEN EFECTO SNP
MKL SNP2 Prediction

NPC1 Patogénico rs483352892 0,91 -0,27 NO
NPC1 Patogénico rs797044431 Sl
NPC1 Benigno rs72283949 NO
NPC1 Benigno rs3745024 0,29 -0,49 NO
NPC1 Benigno rs6507717 0,11 -1,00 NO
NPC1 Benigno rs55809701 NO

Human
Splicing
Finder
Sl
S|
NO
NO
NO
NO

Sroogle

S|
S|
NO
NO
NO
NO
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GEN

NPC1
NPC1
NPC1
NPC2
NPC2

GEN

NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC1
NPC2
NPC2

EFECTO

Benigno
Benigno
Benigno
Patogénico

Patogénico

EFECTO

Patogénico
Patogénico
Benigno
Benigno
Benigno
Benigno
Benigno
Benigno
Benigno
Patogénico

Patogénico

SNP

rs200103695
rs2510344
rs6507720
rs80358268
rs879253740

SNP

rs483352892
rs797044431
rs72283949
rs3745024
rs6507717
rs55809701
rs200103695
rs2510344
rs6507720
rs80358268
rs879253740

FATHMM-

FSPLICE

N|

N|

NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
Sl

MKL

0,11
0,20
0,17
0,99
0,99

Predict

SNP2

-1,00
-1,00
-1,00
1,00
1,00

SPL

NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
S|

Tabla 5.2.4.Datos crudos proporcionados por cada predictor.

RESULTADOS

Human
Splice Site
Splicing
Prediction
Finder
NO NO
NO NO
NO NO
NO Sl
NO Sl
The NetGene2
GENSCAN Server
NO NO
S| S|
NO NO
NO NO
NO NO
NO NO
NO S|
NO NO
NO Sl
Sl NO o
SI S|

Sroogle

NO
NO
NO
Sl
Sl

SplicePort

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

S|

Tres de los predictores evaluados, FATHMM-MKL, HSF y Sroogle obtienen la mayor puntuacién

en sensibilidad, especificidad, MCC, exactitud y precision, pero FATHMM-MKL no permite

evaluar variantes causadas por inserciones y deleciones, por lo que presenta una mayor

proporcién de datos perdidos (Figura 5.2.3).
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Figura 5.2.4 Representacion grafica de los valores de sensibilidad, especificidad, CCM, exactitud y precisién de
cada predictor analizado.

Se realizaron curvas ROC para cada uno de los predictores, obteniendo valores de 1 de AUC para

HSF y Sroogle (Figura 5.2.4.).

Curva ROC
1_0—.----------------------:-_
1 -
1 o .
' o FATHMM MKL
} - ——predict SNP 2
0,8 — splice site prediction by neural network
-
1 e Human splicing finder
v = =SROOGLE
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05 o
3 1 The GENSCAN server by MIT
= : —— Netgen 2 server
,g [ — Spliceport
§
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Figura 5.2.3 Curvas ROC para los predictores de efecto de variantes en regiones intrénicas. El AUC para Human
Splicing Finder y Sroogle es de 1,00 siendo los mejores predictores.
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5.2.1.2 Estudio de las variantes detectadas en el gen NPC2

De las 180 muestras analizadas solamente dos presentaron una variante en el gen NPC2 en

heterocigosidad.

En ambos casos se trataba de la sustituciéon de una guanina por una adenina en region intrénica
(NG_007117.1:8.12067G>A; NM_006432.3 ¢.190+14G>A). Segln la base de datos ClinVar se
trata de una sustitucién de significado incierto, y segun las bases de datos 1000 genomas y EXAC
se trata de una variante con una frecuencia superior al 1% tanto en poblacién ibérica como en

poblacién europea-no finlandesa.

El estudio realizado en nuestras muestras mostraba una frecuencia del 0,5% por lo que no podria
considerarse una variante frecuente en la poblacién. Por ese motivo se procedid a realizar un
analisis bioinformatico mediante el predictor Human Splicing Finder. Los resultados mostraron
una posible alteracion en lugares de unidn de factores reguladores del ayuste, pero segun el
programa no se considerd que pudiera tener suficiente impacto como para provocar cambios

en la proteina.

Se solicitd muestra para poder hacer el estudio el RNA mensajero, con la intencién de evaluar si
la variante causaba algun efecto en el mismo, pero en ninguno de los dos casos nos remitieron

la muestra solicitada.

Los pacientes no presentaban una elevacién de los biomarcadores 7-CC ni QT, solamente uno
de ellos mostraba una ligera elevacion del biomarcador CCL18/PARC. La sintomatologia clinica
de los dos pacientes tampoco presentaba rasgos comunes, ya que uno de ellos era una mujer
en edad geridtrica con sintomatologia neuroldgica, el otro era un neonato con clinica visceral

(Tabla 5.2.5). Ambos sujetos siguen vivos en la fecha de presentacion de este proyecto.

Demograficos Biomarcadores Sintomatologia
ID
Sexo Edad CCL18/PARC QT 7-CC Visceral Neurolégica Psiquiatrica
1 ® 80 164,00 92,00 <2,00 No Distonia Depresién
2 G 0,1 0,13 22,00 22,90 Esplenomegalia No No

Tabla 5.2.5. Descripcién demografica, niveles de biomarcadores y sintomatologia clinica de los sujetos con variantes

en NPC2.
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5.2.1.3 Estudio de las variantes detectadas en el gen NPC1

De los 180 individuos analizados, dieciocho (9,90%) de ellos no presentaba ninguna variante

respecto a la secuencia salvaje del gen NPCI1.

Diez de ellos presentaban dos variantes conocidas, asociadas a patogenicidad en heterocigosis,
y nueve una Unica variante patogénica también en forma heterocigota. De estos, cinco
presentaban una variante de significado incierto que, en tres casos, ha podido ser reclasificada
como patogénica. Ademas, uno de los sujetos estudiados presentaba una delecion homozigota
de una base, variante no descrita hasta el momento y otro una delecién homozigota del exén 1

del gen NPC1 (Figura 5.2.5).

180 sujetos

5 26

18 117 10 1 variante patogénica 4 1 0 més variantes de
e variantes frecuentes o 2 variantes patogénicas + 1 variante patogénica signtficado inclerto
sin variantes benlgnas (Afectos) (Portadores) o
g 1 variante significado
incierto deleciones no descrita

3 Con sintomatologia

: 2 Afectos
visceral

3 Afectos

/

J L —

Figura 5.2.5 Esquema con los resultados del andlisis de las 180 secuencias de NPCI.

En total se observaron 64 variantes, 41 de las cuales se localizaban en regidn exdnica y por lo
tanto podian afectar a la secuencia de la proteina (Figura 5.2.6) y el resto se ubicaban en los
intrones pudiendo tener efecto a nivel de ayuste de la secuencia del mRNA. Segun la informacion
recogida a fecha 11 de noviembre de 2017 en la base de datos ClinVar o la literatura publicada,
17 de ellas eran benignas, 5 variantes de significado incierto, 23 patogénicas y para las 19
restantes no existia informacion sobre su efecto en la base de datos o existian conflictos en la

interpretacién del mismo.
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Figura 5.2.6 Estructura de la proteina NPC1. En color azul se muestran las posiciones de reconocimiento de
esteroles, y en color naranja la regién SSD. Con el fondo verde se identifican las variantes benignas, en naranja
las de significado incierto y en rojo se identifican las posiciones observadas con cambios asociados a
patogenicidad. Adaptacidn de Davies and loannou, J Biol. Chem. 275:24367-74 (2000).

5.2.1.3.1 Variantes con efecto neutral

Las muestras analizadas presentaron un total de 17 variantes publicadas en las bases de datos

como benignas o posiblemente benignas (Tabla 5.2.6).

La frecuencia descrita para estas variantes y la observada en nuestro estudio no mostré
diferencias estadisticamente significativas, excepto para las variantes
NM_00271.3:¢c.1947+14G>T cuya frecuencia era inferior a la esperada segun las bases de datos
consultadas, y NM_00271.3:¢.1947+16dupG cuya frecuencia era mucho menor que la esperada

segun 1000 genomas (0,26% vs 16%) pero coincidia con la del CIBERER.

Tres de estas variantes no se habian descrito previamente en poblacién ibérica segun la base de
datos 1000 genomas, aumentando esta cifra hasta seis si nos referimos a la poblacién espafiola

control utilizada en el registro de variantes del CIBERER.
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Frecuencia publicada

Variante Frecuencia proyecto
CIBERER 1000 genomas
NM_000271.3:¢c.-238C>G 20,00% NA 16,00%
NM_000271.3:c.-22A>C 6,67% NA 3,00%
NM_000271.3:¢.387T>C 15,56% 19,00% 17,00%
NM_000271.3:c.463+19A>G 0,83% 0,60% 1,00%
NM_000271.3:c.644A>G 34,72% 32,10% 36,00%
NM_000271.3:c.1300C>T 0,28% NA 0,00%
NM_000271.3:¢.1926G>C 58,89% 62,90% 36,00%
NM_000271.3:c.1947+8G>C 0,83% NA 0,00%
NM_000271.3:c.1947+14G>T 0,28% 42,30% 1,00%
NM_000271.3:¢c.1947+16dupG 0,28% NA 16,00%
NM_000271.3:c.2073G>A 0,28% 0,60% 2,00%
NM_000271.3:c.2514+6C>T 0,28% NA 0,00%
NM_000271.3:c.2572A>G 44,72% 43,10% 45,00%
NM_000271.3:¢.2793C>T 43,06% 43,10% 45,00%
NM_000271.3:c.2911+28T>C 45,56% 42,90% 45,00%
NM_000271.3:c.3754+34A>G 41,39% 42,60% 46,00%
NM_000271.3:¢c.3797G>A 5,56% 5,61% 3,00%

Tabla 5.2.6. Variantes con efecto neutral segun los datos publicados en ClinVar. Se describe la frecuencia
observada en nuestra poblacién y las frecuencias publicadas para poblacién espafiola e ibérica. NA: Datos
no publicados

Se realizé un test de chi cuadrado para comprobar si las variantes observadas se encontraban
en equilibrio de ligamiento, detectando que NM_000271.3:c.-22A>C, c.1926G>Cy ¢.2793C>T no
presentaban este equilibrio (p<0,05), pero solamente una de ellas se vio asociada un incremento
en la concentracion de quimiocina CCL18/PARC en aquellos sujetos que también presentaban

una variante asociada a patogenicidad (test de Kruskal-Wallis; p<0.05).

La mayor parte de estas variantes se encuentran localizadas fuera del tercer bucle luminal y de

las regiones transmembrana 9-13 (Figura 5.2.6).

5.2.1.3.2 Variantes con efecto patogénico

Se observaron 23 variantes patogénicas (Tabla 5.2.7), ya sea descrita en la base de datos ClinVar

o en la literatura. La mayoria de estas variantes no tienen frecuencia poblacional descrita.
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Variante

Frecuencia proyecto

RESULTADOS

Publicacion

NM_000271.3:c.352-353delAG
NM_000271.3:¢c.467T>C
NM_000271.3:¢c.530G>A
NM_000271.3:¢c.1114C>T
NM_000271.3:¢c.1420C>G
NM_000271.3:¢c.1554-1009G>A
NM_000271.3:¢c.1990G>A
NM_000271.3:¢c.2324A>C
NM_000271.3:¢c.2665G>A
NM_000271.3:c.2746_2748delAAT
NM_000271.3:c.2747A>G
NM_000271.3:¢c.2826G>T
NM_000271.3:¢c.2830G>A
NM_000271.3:¢c.3019C>G
NM_000271.3:¢c.3175C>T
NM_000271.3:¢.3182T>C
NM_000271.3:¢c.3289G>A
NM_000271.3:¢c.3317T>C
NM_000271.3:c.3349dupC
NM_000271.3:¢c.3451G>A
NM_000271.3:¢c.3493G>A
NM_000271.3:c.3672C>G
NM_000271.3:¢c.3718G>A

0,59%
0,29%
0,88%
0,29%
0,29%
0,59%
0,29%
0,88%
0,29%
0,29%
0,29%
0,29%
0,29%
0,29%
0,29%
0,29%
0,29%
0,29%
0,29%
1,11%
0,29%
0,29%
0,29%

Yamamoto (1999) Hum Genet 105, 10

Pyle (2015) Brain 138, 276

Ribeiro (2001) Hum Genet 109, 24
Fernandez-Valero (2005) Clin Genet 68, 245
Jesus (2013) Parkinsonism Relat Disord 19, 91
Rodriguez-Pascau (2009) Hum Mutat 30, E99:
Park (2003) Hum Mutat 22, 313

Millat (2001) Am J Hum Genet 68, 1373
Yamamoto (1999) Hum Genet 105, 10
Macias-Vidal (2011), Clin Genet 80, 39

Lario (2016), Med Clin 146,11

Ribeiro (2001) Hum Genet 109, 24

Millat (2001) Am J Hum Genet 68, 1373
Greer (1999) Am J Hum Genet 65, 1252
Fernandez-Valero (2005) Clin Genet 68, 245
Yamamoto (1999) Hum Genet 105, 10
Millat (2005) Mol Genet Metab 86, 220
Macias-Vidal (2011), Clin Genet 80, 39
Macias-Vidal (2011), Clin Genet 80, 39
Garver (2010) J Lipid Res 51, 406

Sun (2001) Am J Hum Genet68, 1361
Fernandez-Valero (2005) Clin Genet 68, 245
Runz (2008) Hum Mutat 29, 345

Tabla 5.2.7. Variantes con efecto patogénico segun los datos publicados en ClinVar o en HGMD. Se

describe la frecuencia observada en nuestra poblacion y la publicacién donde se describe su

patogenicidad.

La variante patogénica NM_000271.3:¢.3182T>C es la mas frecuente segun lo publicado para

poblacién europea tanto en la literatura como en la base de datos NPC-db2, en cambio en

nuestro grupo de estudio es NM_00271.3:¢c.3451G>A la variante patogénica mas comun. La

primera se localiza en el tercer bucle intralisosomal, mientras que la mas frecuente en nuestro

estudio lo hace en el onceavo dominio transmembrana.

La mayor parte de las variantes patogénicas detectadas se localizan a partir del tercer bucle

intralisosomal (Figura 5.2.6).
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5.2.1.3.3 Variantes con efecto incierto

RESULTADOS

Se observaron 5 variaciones puntuales cuyo efecto se definia como de significado incierto en la

base de datos ClinVar, y otras 19 para las que se desconocia el efecto o existian conflictos entre

varias publicaciones.

Se analizé la frecuencia de las diferentes variantes observadas en las bases de datos publicadas

y en nuestra poblacién (Tabla 5.2.8), ademas todas ellas se analizaron mediante predictores

bioinformaticos utilizando en todos los casos Human Splicing Finder para valorar si la variante

alteraba el patréon de ayuste, MutPredl si la variante provocaba un cambio aminoacidico y

FATHMM-MKL si la sustitucidn tenia lugar en regién codificante pero no modificaba la secuencia

de la proteina. Siempre que fue posible también se utilizaron predictores de estabilidad proteica

(Tabla 5.2.9).

Frecuencia proyecto

Frecuencia publicada

CIBERER 1000 genomas (IBS)
NM_000271.3:c.58-3601G>A 11,67% NA 64,00%
NM_000271.3:c.385delT 0,56% NA NA
NM_000271.3:c.612C>T 0,56% 0,20% 0,00%
NM_000271.3:c.665A>G 0,83% 0,40% 0,00%
NM_000271.3:c.882-40T>A 1,11% 1,10% 0,00%
NM_000271.3:c.1554-880C>G 36,67% NA 36,00%
NM_000271.3:c.1554-681C>T 3,33% NA 3,00%
NM_000271.3:c.1554-74A>G 0,56% NA NA
NM_000271.3:c.1554-57G>A 0,28% NA 0,00%
NM_000271.3:c.1654+58T>C 0,83% NA 0,00%
NM_000271.3:c.1757delA 0,28% NA NA
NM_000271.3:¢.1758-21A>G 0,28% NA 0,00%
NM_000271.3:¢.1947+90T>C 11,94% NA 16,00%
NM_000271.3:¢.2269G>A 0,28% NA NA
NM_000271.3:¢.2428G>T 0,56% 1,10% 0,00%
NM_000271.3:¢.2567T>C 0,28% NA NA
NM_000271.3:¢c.2711G>A 0,28% NA NA
NM_000271.3:¢.2911+72C>T 1,67% 1,60% 1,00%
NM_000271.3:¢.3331C>T 0,28% 0,60% 0,00%
NM_000271.3:c.3477+14C>T 0,56% NA NA
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Frecuencia publicada
Frecuencia proyecto

CIBERER 1000 genomas (IBS)
NM_000271.3:¢.3561G>T 0,56% 0,20% 1,00%
NM_000271.3:¢.3591+35C>T 0,56% NA 0,00%
NM_000271.3:¢.3592-70T>C 0,83% 1,50% 2,00%
NM_000271.3:¢c.3717C>T 0,28% NA 0,00%

Tabla 5.2.8. Variantes con efecto de significado incierto o sin efecto descrito segun los datos publicados
en ClinVar.

Se describe la frecuencia observada en nuestra poblacion y en las bases de datos. NA: variante no anotada en la

base de datos

Resultados predictores "in silico"

Variante FATHMM-
HSF  MutPred1 ST iMutant2 DUET

NM_000271.3:c.58-3601G>A NO NA NO NA NA
NM_000271.3:c.612C>T S| NA S| NA NA
NM_000271.3:c.665A>G S| SI S| Desestabiliza Estabiliza
NM_000271.3:c.882-40T>A NO NA NO NA NA
NM_000271.3:c.1554-880C>G NO NA NO NA NA
NM_000271.3:c.1554-681C>T NO NA NO NA NA
NM_000271.3:c.1554-74A>G NO NA NO NA NA
NM_000271.3:c.1554-57G>A NO NA NO NA NA
NM_000271.3:c.1654+58T>C NO NA NO NA NA
NM_000271.3:c.1757delA Sl NA NA NA NA
NM_000271.3:¢.1758-21A>G NO NA NO NA NA
NM_000271.3:¢c.1947+90T>C NO NA NO NA NA
NM_000271.3:¢c.2269G>A SI SI S Desestabiliza Desestabiliza
NM_000271.3:¢.2428G>T NO NO NO Desestabiliza Desestabiliza
NM_000271.3:¢.2567T>C NO Sl Sl Desestabiliza Desestabiliza
NM_000271.3:¢c.2711G>A Sl Sl Sl Estabiliza Estabiliza
M_000271.3:¢c.2911+72C>T NO NA NO NA NA
NM_000271.3:¢c.3331C>T S| NA NO NA NA
NM_000271.3:c.3477+14C>T NO NA NO NA NA
NM_000271.3:¢.3561G>T S| NA NO NA NA
NM_000271.3:¢.3591+35C>T NO NA NO NA NA
NM_000271.3:¢.3592-70T>C NO NA NO NA NA
NM_000271.3:¢c.3717C>T Sl NA Sl NA NA
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Tabla 5.2.9. Resultado del estudio de predictores "in silico" para las variantes de significado incierto. NA:
no analizable. SI: con efecto en el ayuste. NO: sin efecto en el ayuste.

Tres de estas variantes (NM_000271.3:c.387delT, ¢.1654+58T>C y ¢.3592-70T>C) se encuentran
en desequilibrio de ligamiento. No se observaron diferencias estadisticamente significativas que
asocien a dos de estas variantes (NM_000271.3:¢1654+58T>C y ¢.3597-70T>C) con los valores
de biomarcadores o con la sintomatologia clinica que presentaban los sujetos a estudio (p<0,05).
La tercera variante en desequilibrio de ligamiento (NM_000271.3:c.387delT) resultd presentar

un efecto patogénico como se explica en el apartado 5.2.2.1.4 de esta tesis.

La mayoria de estas variantes se localizan en regién intrdnica, aquellas que se localizan en regién
exonica (Figura 5.2.6) son mayoritariamente, aunque no todas, sustituciones sinénimas que no

afectan a la secuencia aminoacidica de la proteina.

Una de estas variantes detectadas, la NM_000271.3:c.665A>G presenta controversia sobre su
efecto, ya que se ha descrito como patogénica en algunas publicaciones pero también como
benigna. Esta variante codifica para el cambio NP_000262:p.Asn222Ser causante de la pérdida

de un lugar de N-glicosilacion.

En el siguiente apartado se describe como algunas de estas variantes de significado incierto han

podido reclasificarse en variantes patogénicas o benignas.
5.2.2 Evaluacion del efecto de variantes de significado incierto

Como se ha comentado en el apartado anterior, a partir del analisis de las 180 secuencias, se
detectaron 25 variantes de significado incierto y una delecion del exdn 1 no publicada hasta el
momento. Para diez de estas conseguimos realizar una ampliacion del estudio para poder
caracterizarlas, cuatro de ellas han resultado ser variantes asociadas a patogenicidad y las otras

seis han demostrado ser variantes sin efecto. A continuacidn se describen los resultados.
5.2.2.1 Descripcidon de nuevas variantes patogénicas

A continuacioén, se describen las variantes observadas, no descritas previamente y cuyo efecto

es patogénico.
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5.2.2.1.1 NM_000271.4:c.2567T>C (NP000262:p.Val856Ala)

El trabajo que se presenta a continuacion se publicd en la revista Neurologia, en agosto de 2017.

(Manuscrito 3).

La paciente de 26 afios y etnia bereber presentaba disartria, hipomimia facial, pardlisis de la
mirada vertical, bradicinesia global con mioclonias y marcha atdxica. El NPC-SI de la paciente era
de 104. Se determinaron los biomarcadores para EDL presentando valores por encima del rango
normal en los tres (CT, CCL18/PARC y 7-CC) y se secuenciaron los genes NPC1 y NPC2,
observandose dos variantes en heterocigosidad en el gen NPCI1. Una de ellas descrita
previamente (NP000262:p.lle1061Thr), y la otra una variante no registrada hasta el momento

(NP000262:p.Val856Ala).

Para confirmar que la paciente no presentaba otra patologia se descartaron la enfermedad de

Gaucher, NP-A/B y DLAL mediante la determinacidn de actividades enzimaticas.

Se realizd el estudio bioinformatico de la nueva variante, se analiz6 mediante MutPredl vy
PredictSNP1 que la consideraron posiblemente patogénica. Del mismo modo se utilizaron los
predictores de estabilidad proteica DUET y i-Mutant2 que indicaron una disminucion de la

entropia en la proteina (Tabla 5.2.10).

. DUET i-Mutant2
MutPred1 PredictSNP1
(AAG) (AAG)
NP000262:p.Val856Ala 0,731 51% patogénica -1,457 Kcal/mol -2,05 Kcal/mol
NP000262:p.1le1061Thr 0,95 87% patogénica -1,044 Kcal/mol -2,15 Kcal/mol

Tabla 5.2.10. Predicciones de efecto para las dos variantes que presenta la paciente. Se han utilizado los
predictores para region codificante mejor valorados en el apartado de resultados 4.3.1 y dos predictores
de estabilidad

170



RESULTADOS

Mediante Clustal Omega se comparé la variante con las secuencias para el gen NPC1 en 30

especies, observando que se trataba de una region altamente conservada (Figura 5.2.7), incluso

mas conservada que la posicidn de la otra variante patogénica que portaba la paciente.
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VRYSNSHERL -NIEASYFMAYHTILKSSADYFLALESARKISANITQMLQGRLMSNGVPM

VRL----NGS-RVVSSNFMTYHTVLRTSDDFIQALRNSRATAANITKAINKNIHNS - - - -

Figura 5.2.7 Alineamiento de parte de la secuencia de NPC1 entre diferentes especies. Imagen superior:

Alineamiento de la nueva variante (p.Val856Ala), esta se encuentra remarcada con el fondo en color.

Imagen inferior: Alineamiento de la variante ya conocida presentada por el paciente (p.lle1061Thr),

igual que antes se encuentra remarcada en color.

171



RESULTADOS

Finalmente, se realizé un estudio estructural, mediante el programa informatico Swiss PDB
Viewer v 4.1.0 (Instituto de Bioinformatica Suizo, acrénimo en inglés SIB) solapando la estructura

de la proteina salvaje con la estructura de la proteina con las variantes de la paciente, trabajando

con la estructura registrada en el Protein Data Bank en 2016 con referencia 3JD8 (Figura 5.2.8).

. ; .
Figura 5.2.8 Estructura de la proteina NPC1 realizada con Swiss-PDBViewer. (A) Estructura de referencia

utilizada (3JD8). (B) Aminoacidos modificados. En color amarillo se muestra la estructura solapante entre el
aminodacido original y el variante, en color verde la regidn del aminodcido original que se diferencia del
aminodcido variante.

El mismo programa permite analizar la energia correspondiente a cada aminoacido, observando
nuevamente una disminucion en la entropia tanto para la variante conocida como para la que

se describe en este apartado (Tabla 5.2.11).

Enlaces ) Correccion Electro Entropia
Residuo Angulos Torsion van der Waals
covalentes angulos estatica total
856 Val 0,688 1,168 2,366 0,400 99999904 -2,690 99999904
856 Ala 0,321 0,484 2,295 0,353 25640 -2,240 25642
1061 lle 1,329 1,301 3,564 0,332 36 -10,000 33
1061 Trh 0,747 1,273 2,553 0,220 -18 -16,680 -30

Tabla 5.2.11. Energia calculada por SwissProtViewer para cada aminoacido posible en la secuencia de
nuestro paciente. Se observa una clara disminucién de la energia total para las dos posiciones cuando el
paciente presenta las variantes patogénica.

Segun los estudios realizados, las guias del Colegio Americano de Genética Medica reclasificarian

la variante como patogénica [176].
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5.2.2.1.2 NM_000271.4:c.1757delA (NP000262:p.Glu586Glyfs*6)

El paciente en el que se observo esta nueva variante, reclasificada como patogénica era un varén
de 22 meses de edad con hepato-esplenomegalia y afectacion del sistema nervioso. Segun la
puntuacion del NPC-SI para menores de 4 afos, el paciente presentaba un alto riesgo de padecer

NP-C.

Los tres biomarcadores plasmaticos presentaron valores elevados, por lo que se procedid a
secuenciar los genes asociados a NP-C, observandose en NPC1, ademds de multiples variantes
conocidas sin efecto en la proteina y de alta frecuencia en la poblacién, las variantes
NM_000271.4:c.1575delA (NP000262:p.Glu586Glyfs*6) y NM_000271.4:c.2746_2748delAAT
(NP000262:p.Asn916del) en heterocigosidad. Esta ultima se encuentra descrita con efecto
patogénico en la bibliografia [177], mientras que la segunda no estd registrada en ninguna de
las bases de datos utilizadas tanto de variantes generales como en bases de datos especificas de

NP-C.

Siguiendo el mismo esquema de trabajo que para la variante descrita en el apartado anterior,
mediante determinaciéon de actividades enzimaticas se descarté la presencia de otras
enfermedades lisosomales con sintomatologia compartida (EG, NP-A/B y DLAL), y se procedio a

realizar el estudio bioinformatico de la nueva variante.

Dado que se trata de una variante de cambio de marco de lectura el predictor MutPred1 no
permite analizarla correctamente, ya que solo interpreta el efecto del cambio de aminoacido (la
glicina por el glutamico). Para los cambios de marco de lectura y generacién de codén de parada
la consideracién general es que su efecto siempre es patogénico, dado que proteina de menor
tamafio no pueden ser totalmente funcionales y por lo tanto no existe una gran variedad de

predictores, por este motivo la disponibilidad de predictores bioinformaticos es escasa.

Se utilizaron los predictores SIFT, PROVEAN y Variant Effect Predictor. Los dos ultimos indicaron
que se trata de una variante que provoca un desplazamiento en el marco de lectura, sin dar mas
detalles al respecto. SIFT proporciond la misma informacidon, mostrando ademads que esta
variante provocaba una pérdida de aminoacidos a partir del 592, y una activacién de los
mecanismos de degradacion del RNA mediante mutacidon terminadora, de modo que esta

secuencia de menor tamafio es eliminada y no se sintetiza proteina.
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No se analizaron los predictores de estabilidad proteica dado que solo permiten el estudio de

sustituciones aminoacidicas y no de pérdida de aminoacidos en la secuencia.

Siguiendo con el estudio como en el aparatado 5.2.2.1.1 se procedié a la comparacion

filogenética para asegurar que en otros organismos la proteina mas pequenfia, de tan solo 592

aminoacidos no era la forma funcional, observando en el andlisis que ningln organismo tenia la

glicina en la posicién del glutamato ni terminaban la secuencia en esta region (Figura 5.2.9.).
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Mamifero_Macaca-mulatta
Mamifero_Felis-catus
Mamifero_Canis-lupus-familiaris
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Mamifero_Castor-canadensis
Mamifero_Heterocephalus-glaber
Mamifero_Pan-troglodytes
Mamifero_Meriones-unguiculatus
Mamifero_Ictidomys-tridecemlineatus
Mamifero_Carlito-syrichta
Mamifero_Cricetulus-griseus
Mamifero_Ratus-novergicus
Mamifero_Oryctolagus-cuniculus
Mamifero_Sus-scrofa
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Pez_Boleophtalmus-pectinirostris
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Esox-lucius

Monopterus-albus
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Fundulus-heteroclitus
Aphyosemion-striatum
_Nothobranchius-furzeri
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Reptiles_Pogona-vitticeps
Reptiles_Ophiophagus-hannah
Insecto_Lygus-hesperus
Insecto_Ceratitis-capitata
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Anemona_Aiptasia-pallida
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Figura 5.2.9 Alineamiento de parte de la secuencia de NPC1 entre diferentes especies. La regiéon marcada
corresponde a la posicion 586, pudiendo apreciar su gran conservacién y que en ningln caso aparece una

glicina en esta posicion.

~QNYNNATALVITFPVNNYYNDTEKLQRAQAWEKEFINFVKNYKNPNL----TISFTAER

-QNYNNATALVITFPVNNYYNDTEKLQRAQAWEKEF

NLVRNYKNPNL - -

—QNYNNATALVITFPVNNYYNDTERLQKAHVIWEKEFINFVKNYKNPNL - -
-QNYNNATALVITFPVNNYYNDTEKLQRAQAWEKEFINFVKNYENPNL - -

-~QNYNNATALVITFPVNNYYNDTEKLQRAQAWERE
-~QNYNNATALVITFPVNNYYNDTEKLQKAQAWEKE
-ENYNNATALVITFPVNNYYDDPEKLQRAQAWEKE
-~QNYNNATALVITFPVNNYYNDTEKLQRAQAWEKE
~-QNYNNATALVITFPVYNYYNDTEKLQRAWAWEKE

NFVKNYKNPNL - -
NFVKNYKNPNL - -
FVSNYKNPNL - -
NFVKNYKNPNL - -
NFVKNYKNPNL - -

-QNYNNATALVITFPVNNYYNDTEKLQRAQAWEKEFINFVKNYKNPNL - -
~-QNYNNATALVITFPVNNYYNDTEKLQRAQAWEKELINFVKNYKNPNL - -
~QNYNNATALVITFPVSNYYNDTEKLQRAQAWEKEFIDFVKSYKNPNL - -

~QNYNNATALVITFPVNNYYNDTEKLQRAWAWEKEFI
-QNYNNATALVITFPVSNYYNDTEKLQRAKAWEKEFI
-QNYNNATALVITFPVNNYYNDTEKLQRAQAWESEF
-QNYNNATALVITFPVNNYYNDTEKLQRAQAWERE
-QNYNNATALVITFPVSNYYNDTEKLQRAQAWEKE

NFVKNYKNPNL - -
NFVKNYENPNL - -
NFVKNYKNPNL - -
NFVQNYENPNL - -
NFVKNYKNPNL - -

-~QNYNNATALVITFPVNNYYNDTERLQRAWAWEKEFISFVKNYKNPNL - -
-QNYNNATALVITFPVNNYYNDTERLQKAHVWEKEF INFVKNYKNPNL - -
——————————————————————————————————— FINFVKNYENPNL - -

~-DNYNNATALVITFPVNNYYNDSKKL
-ENYNNATALVITFPVNNYYNDSRK
~-DNYNNATALVITLPVNNYYNDSRKL

(ALAWEKEFINFLMNYNNSNL - -
KALAWEKEFINFLKNYDNPNL - -
KALAWEKEFINFLKNYHNPNL - -

~-TNYNNATALVITFPLNNYXKDDDVHKGKAMAWEKEFIRFMKNYRQPNL - -

~TNYNNATALVITFPLNNYLNDSVKMGQALAWEKEFI
~TNYNNATALVITFPVNNFHNDTAKLGKALAWEIE
~TNYNNATALVITFPLNNYLNDSVRLGKALAWEKEFI

CFMKNFSNPNL - -
FLKNFSNPNL - -
KFMKNFRNPNL - -

~TNYNNATALVITFPLNNYLNDSVRLGKVLAWEKEFIGFMKNFSNSNL - -

-ANYNNATALVITFPLNNYLNDSVKMGQALAWEQEFIRF

~TNYNNATALVITFPLKNYLNDPDKLDKVLAWEKEFISFMKNYSNPNL - -
~-TNYNNATALVITFPLKNYLNDSDKLDKVLAWEKEFISFMKNYSNPNL - -
-SAYNNATALVITFPVTNYLNDTEKLGKALAWEKEFIRFMKNYENPNL - -

-EEYSEAEALVLTFSLNNYHRDDPRF
-ENYNNATALVITFPIQNYYNDTGK
~ENYNNATALVITFPVMNYYNDTEK

NFNNPNL - - -

--TISFSAER
--TISFTTER
--TISFTTER
--TISFKAER
--TISFTTER
--TIAFSAER
--SISFTAER
--TISFTAER
--TISFTTER
--TISFTTER
--TISFIAER
--TISFTAER
--TISFTAER
--TISFMAER
--TISFKAER
--TISFIAER
--TISFTAER
--TISFTTER
--TISFKAER
--TISFSAER
--TISFSAER
--TISFSAER
--TVSFSSER
--TIAFSAER
--TIAFNSER
--TIAFSAER
--TVAFSAER
-TVAFSAER
--TISFSTER
--TISFNTER
--TVSFSSER

WALLWEQRFLEILQDFQREHA-GNLSVAYMAER
VLAWEKEFINFVKNYDNPNL - - - -TISFAAER
MKVLAWEKEFLNFVKNYDNPDL - - --IISFSAER

STAFDRANALVWWTYVVSNKVN-ETDLGPALEWETKFIDLLKNWSATEMPEFMDISFRAER
DPDYQLATGLVITFVGKNRLS - TNLLKPNMEWELVFVDFLKNFTSDNM- - - -EIAFSAER
STKFELANATIILTFLVKNHHN-KTDLENALTWEKKFVEFMTNYTKNNMSQYMDIAFTSER

-SDYISSKAAIVTILVNNY-DDPKANEKAQAWEKI

NFIKNYKSDNL - -

--SISFKAER

Para terminar el estudio se analiza la estructura tridimensional de la proteina salvaje

comparandola con la forma variante. Esta forma, en caso de sintetizarse, perderia 11 dominios

transmembrana, y la regidn de reconocimiento de esteroles, relacionada con la homeostasis del

colesterol (Figura 5.2.10).
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Figura 5.2.10 Estructura de la proteina NPC1. Imagen A: Proteina salvaje con los aminoacidos afectados

marcados. Imagen B: En color verde se superpone la proteina que se formaria por la sustitucion E586G.
Imagen C: Detalle de la sustitucidn aminoacidica, en amarillo la zona comun entre los dos aminoacidos y
en verde la regidn exclusiva del glutamico

El estudio mediante secuenciacién Sanger del RNA de este paciente mostré nuevamente las
variantes observadas, y analizando la secuencia por codones se observd la aparicién de un coddn

de parada con inicio en la posicion NM_000271.4:¢.1772.

La cuantificacidon de la expresion del gen NPC1 mostré una expresion normal de mRNA.

5.2.2.1.3 NM_000271.4:c.2711G>A (NP000262:p.Gly904Glu)

La variante NM_000271.4:c.2711G>A (NP000262:p.Gly904Glu) fue detectada en forma
heterocigota en un sujeto del que solamente se pudo analizar la secuencia genética ya que

remitieron DNA y no sangre completa.

Mediante secuenciacién Sanger de los genes NPC1 y NPC2, se observd una heterocigosis
compuesta por la variante que se presenta y la variante NM_000271.4:c.3175C>T
(NP0O00262:p.Argl1059Ter) publicada como variante patogénica a causa de la formacién de un

coddn de parada a falta de mas de 200 aminodcidos para completar la proteina [178].
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El disefio de la estructura tridimensional de la proteina,con la nueva variante y no teniendo en
consideracion la delecion presente en el otro alelo, mostré que la nueva variante es mucho

mayor, por lo que confiere mayor rigidez a la proteina en una regién donde no deberia tenerla

D

Figura 5.2.11 Estructura de la proteina NPC1. Imagen A: Proteina completa con los dos cambios que

(Figura 5.2.11.)

presenta el sujeto marcados. Imagen B: Detalle de la sustitucién aminoacidica, en amarillo la zona comun
entre la secuencia salvaje y la variante y en verde la region presente Unicamente en la forma variante

El estudio bioinformatico para predecir el efecto de la nueva variante detectada se realizd
mediante MutPred1 obteniendo un riesgo de patogenicidad del 57%. El estudio de estabilidad
realizado mediante i-mutant2 también mostré una ligera disminucién de la energia libre de
Gibbs de la proteina variante respecto a la forma salvaje (-0.11 Kcal/mol) mientras que DUET
indicaba un incremento de la estabilidad proteica debido a este cambio (0.733 Kcal/mol). El
estudio filogenético confirmé una alta conservacién del aminodcido modificado no
observandose esa sustitucidon en ninguna de las especies analizadas y existiendo variaciones en
esa posicidon sélo en las especies mas alejadas como la Drosophila melanogaster, Trichinella

spiralis o Anthopleura aureoradiata (Figura 5.2.12.).
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LNKVDIGLDQSLSMPDDSYMVDYFKSISQYLHAGPPVYFVL EEGHDYTSSKGQNMVCGGM
LNKVDIGLDQFLSMPDDSYVVDYFKSMSQYLHAGPPVYFVL EEGHDYTSPK GQNMVCGGM
LNKVEIGLDQSLSMPDDSYVIMDYFKSL -KYLHAGPPVYFVLEEGHDYTSLK GQNMVCGGM
LNKVEIGLDQSLSMPDDSYMMDYFKSL - KYLHAGPPVYFVL EEGHDYTSLEGQNMVCGGM
LNKVAIGLDQSLSMPDDSYVTDYFQSLNQYLHAGPPVYFVL EEGHDYTSLK GQNMVCGGL
LNKVEIGLDQSLSMPKDSYVIDYFKSLSQYLHSGPPVYFVLEEGHDYTSLCGQNMVCGGM
LNKVEIGLDQSLSMPDDSYVTDYFRSLGQYLHAGPPVYFVL EEGHDYTSLFGQNMVCGGH
LNKVDIGLDQSLSMPDDSYVVDYFKSISQYLHAGPPVYFVLEEGHDYTSSKGQNMVCGGH
VNKVEIGLDQSLSMPNDSYVIDYFKSLGQYLHSGPPVYFVLEEGHNYTTRKGQSMVCGGT
LNKVEIGLDQSLSMPDDSYVIDYFKSLGQYLHSGPPVYFVLEEGHNYASLCGQNMVCGGHM
LNKVEIGLDQSLSMPDDSYVVDYFKAISQYLHAGPPVYFVLEEGHDYTSPTGQNMVCGGH
MNKVEIGLDQSLSMPNDSYVIDYFKSLGQYLHSGPPVYFVLEEGHDYTTHK GQNMVCGGM
VNKVEIGLDQSLSMPNDSYVIDYFKSLGQYLHSGPPVYFVLEEGYNYSSRAGQNMVCGGH
LNKVEIGLDQSLSMPDDSYVVDYFKSLGQYLHAGPPVYFVL EEGHNYTSLGGQNMVCGGL
LNKVEIGLDQSLSMPDDSYVIMDYFQSLSRYLHAGPPVYFVVEEGHNYTSLK GQNMVCGGL
LNKVEIGLDQSLSMPDDSYVTDYFQSLNQYLHAGPPVYFVL EEGHDYTSTK GQNMVCGGL
MNKVEIGLDQSLSMPNDSYVIDYFKSLGQYLHSGPPVYFVLEEGHNYTTHK GQNMVCGGHM
VNKVDIGLDQSLSMPNDSYVIANFKSLAQYLHSGPPVYFVLEEGYNYSSRKGQNMVCGGH
LNKVEIGLDQSLSMPDDSYVIDYFKSL -KYLHAGPPVYFVL EEGHDYTSLK GQNMVCGGM
———————————————— DSYVTDYFQSLNQYLHAGPPVYFVLEEGHDYTSLKGQNMVCGGL
IHNVEIGLDQSLSMPDDSYVIDYFSNISKYLHAGPPVYFVLEEGHNYTSLEGQNMVCGGT
IHNVEIGLDQFLSMPDDSYVVDYLSQLNKYLHAGPPVYFVLEEGHNYTSLEGQNMVCGGHM
MHNVEIGLDQSLSMPHDSYVIIDYLSQLNKYLHTGPPVYFVL EEGHNYTSLEGQNMVCGGHM
VNKVEVGLDQKLSMPDDSYVLDYFKNLSEYLHTGAPVYFVVEDGLDYRSLEGQNAVCGGY
VNKVEIGLDQKLSMPDDSYVLDYFKNLSEYLHTGAPVYFVVEDGLNYSSPEGQNSVCGGY
TNKVQIGLDQQLSMPDDSYVLQYFKNLSEYLHTGPPVYFVVKDGHDYLSLEGQNSVCGGY
VNKVEVGLDQKLSMPDDSYVLDYFKSMSKYLHTGAPVYFVVEDGLNYSSTEDQNVVCGGY
VNKVQIGLDQKLSMPDDSYVLDYFKNLSEYLHTGAPVYFVVEDGLNYTSLECGQNVVCGGY
VNKVEIGLDQKLSMPDDSYVLDYFKNLSEYLHTGAPVYFVVEDGLNYSSLEGQNTVCGGY
VNKVEIGLDQKLSMPDDSYVLDYFKNLSEYLHTGAPVYFVVEDGLNYSSLEGQNSVCGGY
VNKVEIGLDQKLSMPDDSYVLDYFNNLSEYLHTGAPVYFVVEDGLNYSSLEGQNSVCGGY
VNKVEIGLEQTLSMPDDSYVLNYFGNLSKYLHTGPPVYFVVEDGHDYKTFEGQNAVCGGY
TLQLEVGLDQELALPEDSYLLQYFEALNQYFMVGVPTFFITTSGYNFSLTAGIDGVCSST
INKVEIGLDQRLSMPDDSYVHMDYFSSLSKYLHAGAPVYFVLEEGYDYTTLDGQNMVCGGY
VNKVEIGLDQRLSMPDEWDVTTILWYS - = == === == === === === === m e m— o e —
IPHVEPGLEQELSMPEDSYVLKYFEVMNAVLSIGPPVYFVLKTGLDLENSEVQNMICGGL
APSIEVGLDQELSMPADSHVVKYFQFMTEMLSMGAPVYWVLKPGLNYTYREHQNVVCGGY
APRIDIGLDQELAMPQDSFVLHYFQSLNENLNIGPPVYFVLKGDLAYTNSSDQNLVCAGQ

IDKIELGLDEKLSMPEDSYIMLNYFKSMNQYLAVGPPVYFVLKGDFNYADVGIIQNQICGSA

Figura 5.2.12 Alineamiento de parte de la secuencia de NPC1 entre diferentes especies. La region marcada
corresponde a la posicion 904.

5.2.2.1.4 NM_000271.4:c.385delT (NP000262:p.Tyr129Metfs*13)

Variante detectada en un vardn de dos afios que presentaba una esplenomegalia de 13cmy una
grave encefalopatapia. Se realizd la secuenciacién del gen NPC1 observandose en
homozigosidad la variante no descrita c:385delT que provoca un corrimiento en el marco de

lectura y genera un coddn de parada a 13 aminacidos del cambio.

Dado que la alteracién generada no es un cambio aminoacidico ni una alteracién en el ayuste
fisiolégico su efecto no pudo analizarse “in silico”, pero si pudo hacerse el disefio tridimensional
de la proteina delecionada (Figura 5.2.13). El estudio conservacional no se considerd relevante
ya que la proteina truncada es demasiado pequefia para ser funcional, ya que no presenta
ninguna de las regiones transmembrana y pierde gran parte de la region de unién de colesterol

y transferencia del mismo al lisosoma.

El analisis de la secuencia de RNA confirmé la presencia de la variante, y la cuantificacion del

exon 9 del gen NPC1 mediante qPCR no detectd una disminucion en la expresion de la misma.
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Figura 5.2.13 Estructura de la proteina NPC1. Imagen A: Proteina completa. Imagen B: Marcado en color
azul la proteina que se sintetizaria a causa de la variante

5.2.2.1.5 Delecion del promotor y el exon 01 del gen NPC1 (NP000262:p.X)

Esta variante se presentaba en forma homocigota en una nifia de dos afios que presentaba una
severa afectacion neuroldgica. Fue remitida desde otro centro, sin estudio genético, tras haber
intentado tratarla con Miglustat® (Actelion, Suiza) y con ciclodextrinas (Vtesse, Maryland, USA)
que debieron ser retiradas a causa de la baja tolerancia al tratamiento. Actualmente ha sido
excluida del ensayo con Arimoclomol® (Orphazyme, Dinamarca) por no cumplir los criterios de

inclusion.

Se realizé la secuenciacidn de los genes NPC1 y NPC2 en gota de sangre seca, obteniendo dos
variantes descritas como benignas en homozigosidad en el gen NPC1 y ninguna variante
respecto a la secuencia salvaje en NPC2, pero el fragmento formado por la regiéon 5’UTR y el
exdén 1 de NPC1 no logré amplificarse. Tras repetir el estudio en DNA obtenido a partir de sangre
total con el mismo resultado se amplio varias veces la regidn a analizar. El extremo 3’ se delimitd
dentro de la regidn del intrén 1 pero el 5’UTR no conseguimos delimitarlo, observdndose una

delecion de mas de 7 kb.

5.2.2.2 Conversidn de variantes de significado incierto a variantes

benignas

Las variantes NM_000271.3:¢.882-40T>A, NM_000271.3:¢.1554-74A>G y NM_000271.3:¢.1758-
21A>G no presentan un efecto descrito en la base de datos ClinVar, y su frecuencia poblacional

es inferior al 1% (Tabla 5.2.12). Asi mismo las variantes NM_000271.3:c.612C>T vy
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NM_000271.3:¢c.3717C>T se presentan en las bases de datos como variantes de significado

incierto.
Efecto ClinVar Frecuencia Frecuencia publicada
proyecto CIBERER 1000 genomas
Conflicto de
NM_000271.3:c.612C>T ) B 0,56% 0,20% 0,00%
interpretacion
NM_000271.3:c.882-40T>A NA 1,11% 1,10% 0,00%
NM_000271.3:c.1554-74A>G NA 0,56% NA NA
NM_000271.3:c.1758-21A>G NA 0,28% NA 0,00%
NM_000271.3:¢c.3717C>T VUS 0,28% NA 0,00%

Tabla 5.2.12.Frecuencia de las variantes analizadas. El significado de estas variantes ha pasado de ser
desconocido a ser neutral. NA: No se observa la variante en la poblacién analizada .

Todas ellas se analizaron mediante predictores “in silico” para valorar si la substitucidon
aminoacidica producida o la alteracién de la secuencia se podian considerar como tedricamente
patogénicas obteniendo como resultado una posible patogenicidad para las variantes
NM_000271.3:c.612C>T y NM_000271.3:¢c.3717C>T presentando las dos ultimas un posible

efecto sobre el ayuste de la secuencia (Tabla 5.2.13).

Resultados predictores "in silico"

Variante
HSF SROOGLE MutPredl FATHMM-MKL iMutant2 DUET
NM_000271.3:c.612C>T SI NA Sl NA NA
NM_000271.3:c.882-40T>A NO NO NA NO NA NA
NM_000271.3:c.1554-74A>G NO NA NO NA NA
NM_000271.3:¢.1758-21A>G NO NA NO NA NA
NM_000271.3:¢c.3717C>T Sl NA NO NA NA

Tabla 5.2.13. Efecto tedrico de la variante analizada segun diferentes predictores.

Mediante secuenciacidon Sanger se analizé la secuencia del cDNA con intencién de valorar la
presencia de inserciones o deleciones de material genético en el mRNA, no observandose

diferencias respecto a la forma de ayuste candnica en ninguno de los casos.

Finalmente, se cuantificé la expresidn de mRNA para confirmar que no existiera una disminucion
del mismo provocada por un mecanismo de degradacion del RNA mediante mutacion

terminadora, observando en todos los casos la misma expresidén que en la poblacidn control.
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5.2.3 Otros factores que pueden regular la expresion de NPC1

5.2.3.1 Estudio del exoma de candidatos a padecer NP-C

Se estudio el exoma completo de 11 sujetos con clinica sugestiva de NP-C y una Unica variante
patogénica en heterocigosidad en el gen NPC1 o al menos, un biomarcador elevado. Solamente
6/11 (54,54%) presentaban informacidn sobre el acimulo de colesterol en el lisosoma detectado

mediante tincidon por filipina, siendo positiva en todas ellas (Tabla 5.2.14).

Variante detectada Biomarcadores
Fenotipo
ID (NM_000271 / Filipina Qt CCL18/PARC
clinico 7-CC (ng/mL)
NP_000262) (nmol/mL/h)  (ng/mL)

1 Visceral c.3662delT (p.L1241X)  Clasica 53 123 34,3
2 Neuroldgico €.2324A>C (p.Q775P) Clasica 167 198 <2
3 Neuroldgico €.1351G>A (p.E451K) Variante 771 550 258
4 Neuroldgico €.665A>G (p.N222S) NA 73 156 32,5
5 Neuroldgico C.665A>G (p.N222S) Variante 67 87 18
6 Neuroldgico c.882-40T>A Variante 100 32 <2
7 Neuroldgico €.2911+72C>T Variante 29 101 <2
8 Neuroldgico €.467T>C (p.M156T) NA 65 84 28,5
9 Visceral €.2324A>C (p.Q775P) NA 119 158 104
10  Visceral €.2324A>C (p.Q775P) NA 0 203 423
11 Visceral €.3451G>A (p.A1151T) NA 573 157 201,5

Tabla 5.2.14. Descripcidn de los pacientes incluidos en el estuio de reguladores de la expresion de NPC1.
NA: variante no analizada

En primer lugar se realizé un estudio individual para cada uno de los sujetos, con la intencién de
descartar la presencia de otras patologias con sintomatologia concomitante, de este modo se
realizo el diagndstico de 4 de sujetos que presentaban otras patologias. Las variantes genéticas
observadas asociadas a estas patologias se confirmaron mediante secuenciacidon Sanger,

utilizando los iniciadores descritos en el apartado 4.1.4.2 de materiales y métodos.

De este modo el sujeto 01 fue diagnosticado de Esferocitosis Hereditaria por presentar una
variante en heterozigosidad en el gen ANK1 (NM_020476.2:¢.5097-34C>T). Esta enfermedad
presenta un patron de herencia autosémico dominante, y la variante se ha asociado a formas

leves, con la esplenomegalia y una leve esferocitosis como caracteristicas principales [179]
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El sujeto 03 fue diagnosticado de Enfermedad de Niemann Pick tipo A/B por presentar dos
variantes asociadas a  patogenicidad en heterocigosidad el gen SMPDI1
(NM_000543.4:¢c.1177T>C y NM_000543.4:c.1829_1831delGCC) [180,181]. Esto explicaria la
elevacién de todos los biomarcadores asi como el fenotipo neuroldgico que presentaba el

paciente.

En el sujeto 04 se detectd una variante en forma homocigota en el gen POLG
(NM_002693.2:c.2243G>C), que se asocia a la enfermedad de SANDO vy explicaria la
sintomatologia neurolégica del paciente [182]. Mutaciones en este gen se han asociado a formas

de la enfermedad sin afectacion del tejido muscular.

Finalmente, el individuo 05 mostré en homocigosidad una variante en el gen SPG7
(NM_003119.3: ¢.1529C>T) asociada a Paraplejia espastica [183]. Esta enfermedad presenta un
patrén de herencia autosdmica recesiva y una sintomatologia neuroldgica que correspondia

exactamente con el fenotipo que presentaba nuestro paciente.

A continuacion, se analizaron los 7 individuos restantes, pero no se observaron variantes
conocidas asociadas a patogenicidad y que fueran comunes en todos ellos ni analizando el grupo
completo ni dividiéndolo en funcién de la presencia/ausencia de sintomatologia neuroldgica.
Tampoco se observd una presencia diferencial de variantes frecuentes entre estos sujetos y los

4 afectos de otras enfermedades.

5.2.3.2 Relacion de miR33a con la enfermedad de NP-C

Se analizd la secuencia del pri-miR-33a en los 7 individuos que no fueron diagnosticados de otras

patologias.

El analisis mediante secuenciacion Sanger identificd dos variantes en heterozigosidad en uno de
los individuos a estudio. Las variantes se identificaron segun la secuencia de referencia para el

miR33a, siendo NR_029507.1:n.-245T>C la comun en dos pacientes y NR_029507.1:n.-15C>T.

Ambas variantes se encuentran fuera de la regidn de referencia del miR33a y presentan una
elevada frecuencia poblacional, por lo que se considerd que su efecto no era relevante en la

expresion de miR33a.
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A pesar de esa consideracidn, se realizé un estudio bioinformatico para evaluar su posible
efecto, en este caso, no se pudieron utilizar los predictores mejor valorados para region
codificante ya que no se sintetiza una proteina, y tampoco los predictores de ayuste ya que una
forma alternativa del mismo provocaria un cambio en la proteina SBREF2 y no en el miR33a. Por
ese motivo FATHMM-MKL fue utilizado, ya que permitia introducir una secuencia genética en
lugar de una sustitucion aminoacidica, pero no considerd las variantes observadas como

posiblemente patogénicas (Tabla 5.2.15).

VARIANTES FATHMM-MKL
NR_029507.1:n.-245T>C 0,09585
NR_029507.1:n.-15C>T 0,20561

Tabla 5.2.15. Predicciones de efecto para las dos variantes detectadas préximas a la region del miR33a.

Se estudio el nivel de expresién del gen NPC1 en el sujeto que presentaba variantes, con la
finalidad de observar si existia una desregulacion de la expresion del mismo, pero no se
observaron diferencias respecto a la expresion cuantificada en los controles analizados (Figura

5.2.14).

EXPRESION NPC1

1,200

1,089
1,000

1,000

0,800

’

0,600

’

0,400

’

Cuantificacion relativa

0,200

0,000
Muestra CONTROLES

Figura 5.2.14 Cuantificacién de la expresion de NPC1. No se observan diferencia en la expresién de NPC1
entre el paciente que presenta las variantes en el primiR33a y los controles

182



6 DISCUSION







DISCUSION

6.1 DETECCION Y SEGUIMIENTO DE LA ENFERMEDAD

El diagndstico precoz es el propdsito para el diagndstico de cualquier enfermedad, pero es
primordial en aquellas con una grave y progresiva afectacion y para las que disponemos de un

tratamiento, ya sea este mas o menos eficaz.

En el caso de la enfermedad de Niemann Pick tipo C, al igual que para todas las enfermedades
de baja frecuencia, llegar al diagnéstico es alin mas complejo, ya que, como hemos referido en
la introduccién, su sintomatologia solapa con un gran espectro de enfermedades mucho mas
comunes y que, por lo tanto, suelen descartarse antes de considerar la enfermedad de Niemann

Pick tipo C.

En los pacientes que se detecta una trombocitopenia y esplenomegalia sin causa aparente, lo
mas frecuente en nuestro medio es sospechar la presencia de una neoplasia hematoldgica, la
frecuencia global de las cuales es muy superior a la de la enfermedad de Niemann Pick tipo C,
por ejemplo teniendo en consideracion solamente la de los linfomas no Hodgkin, su frecuencia
mundial es de 1/16.666 habitantes, en lugar de la 1/45.454 que es la frecuencia estimada mas
elevada para la enfermedad de Niemann Pick tipo C [12,184]. Si el sintoma psiquiatrico es un
trastorno esquizofrénico, tampoco tiende a pensarse que pueda ser derivado de una
enfermedad de baja frecuencia. Es por este motivo que los algoritmos de sospecha clinica, como
el indice de sospecha, sean una herramienta crucial [31,105]. Sin embargo en este trabajo se ha
mostrado como un indicador poco efectivo. Este indice de sospecha presenta una muy baja
especificidad, pero, en realidad lo que se pretende generalizando su uso es obtener una alta
sensibilidad, de forma que, aunque se estudie y plantee el diagndstico diferencial con la
enfermedad de Niemann Pick tipo C en muchos casos, es muy poco probable que un afecto se

escape si la herramienta y los test consiguientes se realizan correctamente.

En esta linea, también es importante descartar rapidamente la presencia de la enfermedad una
vez se plantea la posibilidad. Por este motivo hemos introducido en nuestro protocolo de
estudio de sospechas de enfermedad de depésito lisosomal el test de resistencia osmdtica
eritrocitaria que supone una buena herramienta ya que de forma rapida, sencilla y econdmica
permite descartar la presencia de una lipidosis, aunque al igual que ocurre con la sospecha
clinica, seguimos observando un considerable nimero de falsos positivos aunque este se reduce

respecto al detectado por el indice de sospecha (90% vs 60% de falsos positivos).
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Para determinar la utilidad de la prediccién combinada con los biomarcadores quitotriosidasa,
la quimiocina CCL18/PARC y el oxisterol 7-cetocolesterol, en este estudio hemos demostrado
que la combinacién de los tres nos proporciona una alta sensibilidad (100%), por lo que en el
protocolo de cribado se reduce la necesidad de confirmacidn mediante secuenciacién pacientes
con una sospecha de enfermedad, en nuestro caso solamente se habrian secuenciado un 8.3%

de las sospechas registradas.

Los resultados que hemos obtenido del estudio de biomarcadores y la combinacion de ellos
coinciden con los resultados previamente publicados en 236 sospechas de Niemann Pick tipo C
[108]. A pesar de que los valores de los biomarcadores en nuestro estudio son algo superiores y
los puntos de corte que establecemos para considerar la positividad del biomarcador algo mas
bajos, los dos estudios coinciden en que el incremento en los niveles de los tres biomarcadores
permite identificar con una alta fiabilidad a los afectados de enfermedad de Niemann Pick tipo
C [108]. Hammerschmidt et al. analizan biomarcadores en el momento del diagndstico de la
enfermedad de Niemann Pick tipo C mostrando unos niveles de actividad quitotriosidasa en
poblacién sana con un rango superior similar a la estimada en nuestro laboratorio, pero un rango
inferior muy por debajo, posiblemente porque no corrigen sus resultados en base al estudio
genético del gen CHIT1 [112]. A pesar de su gran sensibilidad y especificidad para discernir entre
afecto y sano, esta Ultima se reduciria sensiblemente si incluimos en el estudio otras
enfermedades de depdsito lisosomal, ya que la triada de biomarcadores alterados también
puede detectarse en el déficit de lipasa acida lisosomal o en la enfermedad de Niemann Pick

tipos A/B [185].

Por lo tanto, el algoritmo que proponemos para el diagndstico ante la sospecha clinica de
enfermedad de Niemann Pick tipo C consiste en realizar el test de resistencia osmdtica
eritrocitaria para acotar falsos positivos y determinar los biomarcadores para reducirlos auln
mas. Solamente los pacientes que muestren una mayor resistencia osmética y positividad para
la determinacién de estos seran candidatos a la determinacién genética en busca de las

variantes causales de la enfermedad.

No solamente el diagndstico de la enfermedad es un punto crucial para estos pacientes sino la
posibilidad de poder disponer de herramientas objetivas para el seguimiento y para valorar la
eficacia del tratamiento también es importante. En este punto consideramos que las mejores

herramientas de las que disponemos son los biomarcadores que se utilizan para el diagndstico,
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a pesar de la escasa bibliografia que se encuentra sobre monitorizacidon bioquimica de pacientes
afectos de esta enfermedad. Ademas en las referencias bibliograficas tienden a utilizar el
colestano 3B3,5a,6B-triol, un oxisterol similar al utilizado en nuestro estudio en lugar del 7-
cetocolesterol, observando una marcada disminucién del mismo tras el inicio del tratamiento

con miglustat [112].

Existen oxiesteroles mas especificos de afectacién neuroldgica, como el 24(S)-hidroxicolesterol
para el que se ha observado un incremento progresivo en respuesta al tratamiento con
ciclodextrinas [186]. La asociacidn de este oxisterol con la afectacion neuroldgica en enfermedad
de Niemann Pick tipo C se realizé tras conocer que se encontraba disminuido en enfermedades
neurolégicas como el Parkinson, Alzheime, etc. [187] por lo que no es necesario seguir
encontrando vinculaciones entre estas enfermedades para explorar nuevos biomarcadores mas
eficientes que aquellos de los que disponemos actualmente, sobre todo para la afectacion

neurolégica que es la peor monitorizada.

Respecto al test de resistencia osmdtica eritrocitaria, se ha probado que los valores se
normalizan con el tratamiento en afectos por déficit de lipasa acida lisosomal, pero no
disponemos de suficientes determinaciones tras el inicio del tratamiento en pacientes afectos

de enfermedad de Niemann Pick tipo C.

Las condiciones fisiopatoldgicas por las que se ven alterados la mayoria de biomarcadores estan
bien esclarecidas, quitotriosidasa y CCL18/PARC son marcadores de inflamacién secretados por
los macréfagos activados por lo que su concentracién se encuentra elevada en cualquier
enfermedad que produzca una inflamacidn crénica, siendo dos buenos biomarcadores para las
lipidosis ya que parte de su sintomatologia se debe a fendmenos inflamatorios pero no son unos
biomarcadores especificos [114,188]. Los oxisteroles son productos derivados de la oxidacién
del colesterol y existe cierta discrepancia sobre cual es el mas indicado para su determinacion.
Multiples estudios utilizan el colestano 3[3,50,6fB-triol, pero en este trabajo se ha preferido
trabajar con el 7-cetocolesterol ya que su determinacidon esta bien establecida en nuestro
laboratorio. La eleccion sobre cudl de los oxisteroles se ponia a punto se basd en la existencia
de un estandar interno deuterado comercial disponible para el 7-cetocolesterol pero no para el

colestano 3f3,5a,6B-triol.

Desconocemos los mecanismos fisiopatoldgicos por los que observamos una alteracién en la

resistencia osmoética eritrocitaria y no existe literatura que vincule la enfermedad de Niemann

187



DISCUSION

Pick tipo C ni otras enfermedades de depdsito lisosomal con esta alteracidon. Varias hipétesis
podrian justificar la mayor resistencia osmatica eritrocitaria que presentan los pacientes afectos
de lipidosis, en este estudio se ha descartado que se deba a una alteracién en la concentracion
de colesterol en lamembrana, hipétesis que se sostenia en el hecho de que en el déficit de lipasa
acida lisosomal y en la enfermedad de Niemann Pick tipo C existe una disfuncién en el transporte
intracelular del mismo y en el conocimiento de que las membranas de fibroblastos de afectos

de enfermedad de Niemann Pick tipo C presentan una menor concentracién de colesterol [189].

Otras hipdtesis podrian justificar el incremento en la resistencia eritrocitaria. Una de ellas es la
mayor activacion macrofdgica que presentan los afectos de esta enfermedad; esta activacion,
demostrada por el incremento en los niveles de CCL18/PARC, produciria un incremento en el
cociente de aclaramiento eritrocitario que se compensaria con una mayor producciéon de
eritrocitos y por lo tanto aparece una disminucién en la vida media de los mismos [190]. La
mayor tasa de eritoricitos “jévenes” y mas resistentes seria la explicacién a los resultados que
hemos obtenido [191]. Para comprobar esta hipdtesis seria necesario analizar la cifra de
reticulocitos de estos pacientes, que deberia estar incrementada y medir la actividad

macrofagica de las células de Kupffer, responsables del aclaramiento eritrocitario.

Otra opciodn, cuyo fin es el mismo que en el supuesto anterior, una mayor tasa de renovacion
eritrocitaria, seria que esta se debe a que la afectacidn de higado y bazo provocan una mayor
erosion celular y por lo tanto, para compensar la concentracién eritrocitaria y volveriamos a
necesitar una mayor generacién de los mismos. En este caso, la cifra de reticulocitos también
estaria incrementada, pero detectariamos la misma alteracidon en la resistencia en pacientes con
afectacién hepatica por causas no inflamatorias, como la cirrosis alcohdlica o infecciones virales.
Estas dos teorias pierden fuerza dado que otras enfermedades de depdsito lisosomal, como las
mucopolisacaridosis, que también cursan con un incremento de la actividad macrofagica y con
afectacién de higado y bazo no muestran valores alterados en la resistencia osmética

eritrocitaria respecto a sujetos normales (datos propios no publicados).

Siguiendo con hipdtesis que puedan explicar los resultados obtenidos en el test de hemdlisis,
otra posible explicacion es el incremento de oxisteroles intracelular. Como se ha comentado en
la introduccién la alteracion en la concentracién de iones calcio, junto con otros factores,
provoca una disfuncién en la produccion de ATP en las mitocondrias y un incremento en la

generacion de especies oxigeno reactivas por lo que existe una mayor sintesis de derivados
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oxidados de las sustancias de acumulo. La alteracion en la homeostasis del calcio se ha
comprobado en fibroblastos de nuestros pacientes, ya que estos presentan una alteracion en la
funcién de los canales KCa3.1, unos canales de potasio localizados en la membrana celular que
se encuentran regulados por la concentracion de iones calcio [192], esta alteracion favorece la
formacién de especies oxigeno reactivas que a su vez interaccionan con los acimulos en el
interior de la mitocondria y del lisosoma, provocando la formaciéon de oxisteroles y otros
derivados oxidados. Los oxisteroles son unos potentes reguladores de la eriptosis y por lo tanto
tienen una influencia directa en la muerte eritrocitaria [193] ademads actdan regulando la
distribucion lipidica de la membrana interaccionando en la formacién de los balsas lipidicas
[100]. Dado que la desregulacidn del sistema provoca una mayor eriptosis inducida por el triol y
el 7-cetocolesterol, para mantener el nimero de hematies circulantes es necesaria una mayor
sintesis de estos y por lo tanto, podriamos detectar un incremento en la cantidad de
reticulocitos. Una manera de probar esta hipétesis seria analizar la cantidad de especies oxigeno
reactivas que se forma en nuestros pacientes e intentar correlacionarla con el incremento en la
resistencia eritrocitaria, esto se ha intentado hacer de forma indirecta pero no se ha observado
una correlacién entre la cantidad del oxisterol 7-cetocolesterol y la resistencia osmdtica

eritrocitaria.

Uno de los soportes de la implicacion de la homeostasis idnica, es el hecho de que tanto la
inhibicién del canal KCa3.1, cuya funcidn estd regulada por el ion Ca?*, como la mayor resistencia
osmotica se dan en pacientes de otras enfermedades de depdsito lisosomal como la enfermedad
de Gaucher o la enfermedad de Fabry, con la limitaciéon de que se ha estudiado en otros tipos
celulares, (datos no publicados). Ademas, la inhibicién “in vitro” de este canal en los hematies,
provoca una mayor fragilidad, ya que esta no puede ser compensada por la activacién de la
eritropoyesis como suponemos que ocurre “in vivo” (datos no publicados). Esto apoyaria que
implicacion de la homeostasis idnica y la posible implicacién de los derivados de la oxidacién de
sustancias de acumulo, pero no de los oxisteroles en concreto ya que estos no se encuentran

elevados en las otras patologias comentadas.

|ll

Hasta la publicacién de las recomendaciones diagndsticas del aifio 2017, el “gold standard” para
el diagndstico de la enfermedad de Niemann Pick tipo C era el estudio de acimulo de colesterol
mediante tincidn por filipina [102]. Esta técnica actualmente, no se puede decir que este en
desuso ya que sigue incluida como técnica complementaria en el algoritmo diagndstico, pero si

ha quedado relegada a un segundo plano dado los avances en secuenciacién. La necesidad de
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una biopsia de piel, obtenida por una técnica invasiva, ademas de la tardanza en obtener
resultados a causa de la necesidad de esperar a que crezcan los cultivos celulares “in vitro”,
sumado a la falta de un método objetivo para cuantificar el acimulo hace que sea una técnica
mucho mds compleja que el estudio genético [107]. Ademads, se trata de una técnica poco
especifica ya que se han detectado casos positivos para la tincién de acimulo de colesterol en
otras enfermedades, no necesariamente de depésito lisosomal (gangliosidosis, lesiones
ateroesclerdticas o Alzhéimer entre otras) [194—196]. Por estos motivos, esta técnica no se ha
incluido en el presente trabajo, ni siquiera para validar las variantes de significado incierto,
aunque no se debe menospreciar su utilidad para valorar el acimulo de colesterol en modelos
celulares, ya que su capacidad para validar variantes de significado incierto o su capacidad para
definir la presencia/ausencia de enfermedad en aquellos casos en que los otros estudio son

inconcluyentes sigue vigente en las guias publicadas en abril de 2018 [197].

6.2 ESTUDIO GENETICO DE LA ENFERMEDAD

Como en todas las enfermedades genéticas conocer las variantes causales de las mismas es
fundamental para el diagndstico de pacientes e identificacion de portadores y es importante
para poder hacer un buen consejo genético, pero en aquellos casos, como la enfermedad de
Niemann Pick tipo C en los que no existe la posibilidad de un diagndstico bioquimico preciso, un

correcto diagndstico genético no es importante sino imprescindible.

Una de las primeras decisiones que deben tomarse ante este estudio es que tipo de muestra se
analizard, si se realiza el estudio en DNA gendmico como realizamos en este trabajo o si se
trabaja a partir de cDNA como realizan en muchas de las publicaciones sobre la enfermedad de
Niemann Pick tipo C [177,198—-200]. En caso de elegir trabajar a partir de cDNA es necesario
tener en consideracién que se trata de un material mucho mds delicado que el DNA y su
degradacion es mucho mas rapida. En este proyecto, dado que las muestras no se han recogido
en el mismo centro de analisis y la extraccidon tampoco podia realizarse inmediatamente después
de la recepcion de la muestra se ha preferido trabajar con un material mas resistente. Ademas,
si los transcritos no tienen proporciones equitativas podemos encontrarnos que al realizar una

amplificacion exponencial, el transcrito minoritario no sea detectado.
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Otro de los grandes puntos a tener en consideracién cuando se realizan estudios genéticos es la
aparicion de variantes cuyo significado se desconoce, un problema que se agrava cuando se
trabaja con enfermedades con una sintomatologia que solapa con la de tantas otras
enfermedades, la pregunta que se plantea en estos casos es si la variante detectada es
realmente causante de la enfermedad o si el paciente tiene otra enfermedad y nuestra nueva
variante es benigna. Por este motivo y dado que una caracterizacién funcional de las variantes
detectadas requiere un tiempo del que normalmente el paciente no dispone ya que se ha
probado que el tratamiento es mas eficiente cuando mas precozmente se administra, disponer
de buenos sistemas “in silico” que nos permitan identificar la patogenicidad de las variantes es

importante.

En esta linea existen multiples sistemas bioinformaticos que trabajan para predecir el efecto,
tanto a nivel funcional como estructural de los cambios en la secuencia aminoacidica, y cada vez
mads, en la secuencia genética [201]. Estos predictores, normalmente entrenados mediante
SwissVar se centran en la conservacidon de la secuencia entre especies y en las diferencias
existentes entre los aminodcidos, pero cada vez mas incluyen el efecto a nivel de conformacién
tridimensional y a nivel de interacciones inter-proteinas [202,203]. Generalmente los estudios
qgue comprueban la eficacia de los predictores “in silico” incluyen una gran cantidad de genesy
generalizan el resultado [204] pero cuando se trabaja con una pequefia cantidad de genes es
recomendable analizar cual es el mejor predictor para ese grupo de genes en concreto (Xavier

de la Cruz Montserrat (ICREA), comunicacién personal, 9 de diciembre de 2015).

En relacidn con las enfermedades de depdsito lisosomal no existe mucha bibliografia sobre la
utilidad de estos predictores. Las publicaciones existentes incluyen menos predictores y no
tienen en cuenta los genes afectados en la enfermedad de Niemann Pick tipo C. Una de ellas,
centrada Unicamente en el gen causal de la enfermedad de Fabry analiza tres predictores, dos
de los cuales se incluyen en este trabajo y el otro estudio, trabaja con 7 predictores en 11 genes
responsables de enfermedades de depdsito lisosomal y sefiala Polyphen2 y PROVEAN como los
mejores predictores [205,206]. Ninguno de estos estudios analiza la aplicabilidad de MutPred1
ni de FATHMM que han resultado ser los que mejores predicciones dan en lo que a sustituciones

aminoacidicas se trata, segin nuestro estudio.

Si como se ha comentado hay pocos estudios para validar los predictores de efecto en genes

implicados en enfermedades de depdsito lisosomal cuando tratamos de analizar variantes que
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provocan un cambio aminoacidico, es mucho mds complejo cuando se pretende analizar
variantes en regién intréonica que puedan estar afectando al mecanismo de ayuste. Hasta la
fecha no se ha encontrado ningln estudio sobre estas variantes en genes relacionados con
enfermedades de depésito lisosomal, pero los trabajos existentes relacionados con otras
enfermedades muestran siempre una alta eficiencia de los predictores, siendo Splicing Finder
(HSF) y Splice Site Prediction by Neural Network los mas utilizados [207—-209]. Estudios sobre el
efecto de variantes en el ayuste en el gen CFTR, que codifica para la proteina transmembrana
responsable de la fibrosis quistica utiliza practicamente los mismos predictores que nuestro
estudio y presenta como mejores predictores HSF (coincidiendo con nuestro estudio) v,
Automated Splice Site and Exon Definition Analysis (ASSEDA) [210], pero este ultimo predictor

no es de acceso publico y por lo tanto no esta incluido en nuestro estudio.

Finalmente, el tercer punto que debe tenerse en cuenta antes de realizar un diagndstico
genético es el conocimiento que se tiene del gen a estudio en la poblacidon general. Dada la
diversidad genética entre poblaciones es importante conocer la frecuencia de las variantes en
aquella que se esta estudiando para poder proporcionar una correcta asistencia a los pacientes,
ya que el analisis de variantes patogénicas frecuentes es mucho mas eficiente que el andlisis del

gen completo, y mas en casos en que el gen es tan grande como NPC1 [211].

El gen NPC2 es un gen poco variable del que solamente se han descrito 2 variantes posiblemente
benignas ninguna de las cuales se considera frecuente en la poblacidn. Una de ellas se encuentra
localizada en zona reguladora y la otra corresponde a una variante en region intrdnica. Este
estudio solamente ha detectado una variante en este gen, esta se considera variante de
significado incierto en las bases de datos y segun los estudios de 1.000 Genomas y ExAC, se trata
de una variante frecuente en la poblacién aunque en la poblacidn espaiola incluida en el Spanish
Variant Server o en nuestro trabajo, su frecuencia es menor. Adjudicarle un posible efecto a esta
variante, igual que para cualquier otra es complejo, como hemos comentado en los resultados
(apartado 4.2.1.2) en predictor “in silico” Human Splicing Finder no considera que la variante
tenga un efecto en el ayuste, ademas de que los pacientes muestran una presentacion clinica
muy diversa. En este caso seria de utilidad poder realizar un estudio de la secuencia del RNA
mensajero y de la expresion de la isoforma candnica de la proteina pero esto no ha sido posible
ya que, al tratarse de una variante presente en heterocigosidad en los dos pacientes no se

disponia de argumentos diagndsticos para que la nueva muestra fuera autorizada.
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Respecto a NPC1, a finales de Marzo de 2018 existen 70 variantes con efecto benigno o
posiblemente benigno registradas en la base de datos Clinvar

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar, 25 de ellas con una frecuencia polimdrfica en Ia

poblacién general, mientras que si nos centramos exclusivamente en poblacidn ibérica que es la
estudiada en este trabajo, segln la base de datos 1000 Genomas existen 28 variantes con una
frecuencia superior al 1%, y segun el CIBERER Spanish Variant Server, de las 76 variantes
descritas en poblacion general solamente 19 de ellas tienen una frecuencia polimdrfica. En este
estudio se han detectado 16 variantes frecuentes en la poblacidn, 10 de ellas estan descritas
como variantes benignas en las bases de datos y las otras, a pesar de considerarse variantes de
significado incierto no tienen efecto patogénico ya que su frecuencia en la poblacidn general es
demasiado elevada para poder ser una variante causal de una enfermedad de baja frecuencia.
A pesar de que la frecuencia de las variantes en la poblacién nos puede servir para descartar la
patogenicidad de las mismas, no descarta que se traten de variantes moduladoras, un tema del
gue practicamente no hay nada publicado. Una de las variantes mas frecuentemente detectada
en este estudio (NM_000271.4:¢.2793C>@G), a pesar de no provocar cambio aminoacidico genera
una nueva posicién donora de ayuste que, en una baja proporcidon del mMRNA sintetizado provoca
una forma de ayuste alternativa que codifica para una proteina truncada, por lo que a pesar de
tener bajo impacto por la poca eficiencia de la nueva posicidon donora, podria estar actuando
como modulador en la gravedad o presentacién de la sintomatologia [212]. El efecto de la
presencia de esta variante en homocigosidad, junto con la presencia de una variante patogénica
descrita se ha intentado estudiar en paralelo a este trabajo mediante el uso de iniciadores
especificos que solamente deberian amplificar en presencia de la insercién intrénica que
provoca la variante, sorprendentemente esta insercion se ha detectado en todos los sujetos
analizados, tanto homocigotos para la forma minoritaria como para la forma salvaje, por lo que
el estudio, que pretendia cuantificar en primer lugar la cantidad de mRNA que presentaba la

variante y a continuacion la cantidad de proteina funcional, no ha podido completarse aun.

En el andlisis realizado en este trabajo a 180 sospechas de enfermedad de Niemann Pick tipo C,
se observaron tres variantes en baja frecuencia, publicadas como variantes benignas, que no
estaban descritas en poblacidn ibérica. Ademas, se describieron 24 variantes de significado
incierto, 6 de ellas presentaban una elevada frecuencia en la poblacién por lo que deberian pasar
a considerarse variantes no causales de enfermedad. Estas variantes de efecto desconocido
deberian analizarse para comprobar si tienen un efecto patogénico o por el contrario son

sustituciones neutrales pero no existe literatura que contemple el posible efecto de estas
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variantes ya que en la mayoria de publicaciones se tratan variantes polimdrficas o patogénicas
pero no se tienen en consideracion aquellas cuyo efecto se desconoce. Por este motivo, en este
trabajo se analizaron las 24 variantes mediante predictores de efecto “in silico” encontrando
que 4 de ellas podian tener un efecto patogénico mediante la mayoria de predictores utilizados,
de estas una de ellas presenta una elevada controversia sobre su patogenicidad. La variante
NM_000271.3:¢c.665A>C provoca la sustitucion de una asparagina por una serina, perdiendo una
posiciéon de glicosilacidn en la proteina variante. La proteina NPC1 presenta en su extremo N-
terminal cuatro asparraginas que se glicosilan y la pérdida de una Unica posicién no provoca una
deslocalizacidn de la proteina ni una pérdida de funcidn de la misma por lo que el cambio en la
secuencia no se considera lo suficientemente grave como para ser causal de enfermedad, aun
asi, en 2003 esta variante fue publicada como patogénica por Park et al. y se ha relacionado con
la enfermedad en otras publicaciones, normalmente asociada a fenotipos viscerales

[14,57,62,213].

De forma complementaria al estudio “in silico” se pretendia analizar cambios en el RNA
mensajero de estas variantes de significado incierto, en busca de alteraciones en el patréon de
ayuste, pero a causa de la baja disponibilidad de muestra sélo pudieron analizarse cuatro
variantes, tres de ellas localizadas en regién intrénica, para las que no se detectd ninguna
alteracion en la secuencia transcrita de la misma. Tras este estudio se cuantificé la cantidad de
RNA detectado en las muestras y se compard con el expresado en controles para poder
asegurarnos de que no existiera una disminucion en su expresion que pudiera estar
enmascarando un efecto deletéreo de las variantes, detectando la misma cantidad de RNA
mensajero en los portadores de estas sustituciones que en poblacién control. Por este motivo,
en este estudio consideramos que la evidencia de la que disponemos actualmente permite
reclasificar estas variantes como neutrales para la enfermedad de Niemann Pick tipo C. A pesar
de las evidencias de las que disponemos, seria ideal encontrar un sujeto portador de estas
variantes en homocigosidad y sin fenotipo clinico para poder confirmar los resultados que
hemos obtenido, o poder disefiar células modificadas genéticamente que presentasen estas
variantes, también de forma homocigota, en las que cuantificar la expresién de biomarcadores
y de la proteina, asi como el acimulo del colesterol para poder clasificar completamente el
efecto de las variantes de significado incierto detectadas en la secuenciacién. La mayoria de
publicaciones que otorgan efecto a variantes de significado desconocido lo realizan mediante
aproximaciones “in silico”, estudio de la secuencia y expresién del RNA mensajero y mediante

estudio “in vitro” con células modificadas portadoras de las variantes a estudio, pero en todos
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los casos las variantes que se pretende identificar son patogénicas y estan asociadas a sujetos

con fenotipos clinicos [214-216] .

Gracias a la presencia de estos fenotipos clinicos y de los estudios “in silico” ha resultado mucho
mas facil reclasificar aquellas variantes de significado desconocido o no publicadas hasta la fecha
a las que se les ha asociado un efecto patogénico. En este trabajo se presentan 5 nuevas
variantes causales de enfermedad no descritas previamente detectadas en el gen NPC1, una de
ellas es una delecidn parcial del gen que provoca que no se sintetice la proteina, otras dos son
variantes que provocan un coddn de parada y por lo tanto una proteina de menor tamafio que
no presenta la region de identificacion de esteroles. Las dos variantes restantes provocan un
cambio aminoacidico en el tercer bucle transmembrana, la regién con madas variantes
patogénicas de la proteina. En los cinco casos, la regién que presenta la variante se encuentra
altamente conservada entre especies y en cuatro, obtuvimos RNA para poder validar la
presencia de la variante y cuantificar la expresién del gen. Para las variantes que generan
codones de parada o sustituciones aminoacidicas es posible que la sintesis de RNA mensajero
no se vea afectada y el defecto se detecte Unicamente a nivel proteico, respecto a la delecién
parcial del gen una posible justificacidon para la deteccidon de expresidon es que la seleccién de
sondas ha sido inadecuada, ya que los exones 9 y 24 también se observan en isoformas no
funcionales, transcritas a partir del exdn 6 del gen [46]. Una técnica que nos permitiria detectar
el efecto de las variantes que generan codones de parada o para la delecién del gen, seria
cuantificar la proteina mediante Western Blot, esta técnica también nos permitiria confirmar la
patogenicidad de las sustituciones aminoacidicas si estas provocan un plegamiento incorrecto
de la proteina y por lo tanto una mayor degradacién de esta, pero no seria de utilidad si lo que
generan es una pérdida de funcién [63,217]. El mejor sistema seria, igual que en la validacién de
variantes benignas, el disefio de cultivos celulares “in vitro” con la variante a estudio en
homocigosidad y sin ninguna otra variante respecto a la secuencia salvaje. Aunque como ya se
ha comentado anteriormente, la mayoria de variantes que se describen se basan casi
exclusivamente en la presentacién clinica y bioquimica del paciente, sin hacer confirmacién in

vitro del efecto descrito [218,219].

Volviendo al estudio poblacional de las variantes detectadas, observamos que en la poblacién
espanola que se ha estudiado la variante causal mas frecuente no coincide con la publicada en
la literatura (NM_00271.4:¢c.3451G>A y NM_00271.4:¢c.3182T>C respectivamente) [49]. Esto se

puede justificar mediante dos mecanismos, el primero seria la existencia de un efecto fundador
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en nuestra poblacidén ya que nuestra frecuencia de la variante NM_00271.4:c.3451G>A alcanza
frecuencias de variante polimaérfica (1.11%). También es posible que la elevada frecuencia que
detectamos en nuestra poblacidn se deba a un sesgo del estudio, ya que se ha trabajado con
sospechas de la enfermedad por lo que la frecuencia de variantes causales puede ser superior a
la de la poblacién general. Esta elevada frecuencia nos puede llevar a plantear la posibilidad de
iniciar el estudio genético con la evaluacién de esta variante mediante la técnica de
polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccién (RFLP), pero bajo porcentaje de
poblacién homocigota provoca que el estudio completo del gen NPC1 siga siendo necesario y

por lo tanto esta incorporacidn solamente produciria una demora en el diagnéstico.

A pesar de la descripcidon de nuevas variantes asociadas a patogenicidad e incluso aunque
consideramos como causales todas las variantes de significado incierto detectadas, existe
aproximadamente un 1% de sujetos con sintomatologia clinica pero sin diagndstico genético
[102]. En estos casos, si no se pueden diagnosticar mediante la ampliacion de técnicas
propuestas en el algoritmo diagndstico (estudio de RNA mensajero y MLPA) podria ser de
utilidad el uso de paneles de genes que permitan estudiar aquellos que se asocian al fenotipo
clinico de la enfermedad de Niemann Pick tipo C, incluyendo otras enfermedades de depdsito y
enfermedades asociadas al fenotipo visceral y al neuroldgico, incluyendo las cuatro que se han
diagnosticado mediante el estudio del exoma presentado en este trabajo. En este caso
consideramos de mayor utilidad el uso de paneles definidos que el estudio del exoma a pesar
de ser la técnica de eleccidn en este proyecto, ya que a diferencia de en el trabajo presentado,
lo que se pretende con estos paneles es reorientar el diagndstico de los pacientes, descartando
totalmente la presencia de otra patologia antes de seguir profundizando en el estudio de la
enfermedad de Niemann Pick tipo C. En esta linea ya existen multiples paneles disefiados tanto
por grupo de patologia (paneles para detectar enfermedades de depédsito lisosomal con
tratamiento) como por sintomatologia, existiendo paneles para esplenomegalias de origen

incierto, ataxias, etc. [132,134].

Pero una vez descartado que se trate de otra patologia, es necesario seguir profundizando y
estudiando los mecanismos por los que estos pacientes manifiestan la enfermedad, para ello es
importante investigar en los mecanismos epigenéticos que regulan la expresion de las proteinas
NPC1 y NPC2 y comprobar que las modificaciones post-traduccionales se producen
correctamente. Por ejemplo, una nueva estrategia para seguir estudiando el mecanismo

patogénico seria comprobar el nivel de glicosilacion de las proteinas NPC1 y NPC2.

196



DISCUSION

Se ha observado que pacientes con un fenotipo similar al déficit de factor Xl no presentan esta
patologia sino un trastorno de glicosilacidn congénito por el que esta proteina no se glicosila
correctamente y por lo tanto no es completamente funcional [220]. Dado que in vitro se ha
comprobado que la ausencia de glicosilacion en las cuatro asparaginas del extremo N-terminal
provoca un déficit de funcién en NPC1, seria interesante comprobar la presencia de esta

alteracion en estos casos sin diagndstico genético [57].

Otra linea en la que seguir estudiando sobre los mecanismos genéticos de la enfermedad de
Niemann Pick tipo C es estudiar los patrones de metilacidon de los genes responsables ya que
estos pueden alterarse por mecanismos de estrés oxidativo y se han detectado alteraciones
tanto en otras enfermedades con sintomatologia concomitante con la enfermedad de Niemann
Pick tipo C como en el gen NPC1, sin haberse asociado a la enfermedad de Niemann Pick tipo C
hasta el momento [53,221,222]. También, en la linea de los mecanismos reguladores es
importante considerar la posibilidad de la implicacion de otros miRNA, a pesar de que en este
trabajo no se haya detectado implicacién del miR33a es posible que esto se deba al bajo nimero
de pacientes incluidos en el estudio, 0 a que sea otro el miRNA que se ve alterado en estos casos,
por ejemplo miR33b que también actua regulando el transporte de colesterol, aunque no sea

mediante regulacion de NPC1 [53].

Otros mecanismos que podrian afectar a la expresién de NPC1 o NPC2 son la presencia de
variaciones del nimero de copias o de regiones Alu que provocasen duplicaciones o deleciones
del gen, que normalmente deberian detectarse mediante MLPA, pero a veces esta deteccidn es

mas compleja de lo esperado [223-225].
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CONCLUSIONES

Los objetivos de este proyecto se dividian en dos grandes bloques para mejorar el cribado de
posibles pacientes e incrementar el conocimiento sobre las alteraciones genéticas presentes en

la enfermedad de Niemann Pick tipo C.

Las conclusiones, se dividiran del mismo modo, dando respuesta a cada uno de los objetivos

propuestos:

7.1 BLOQUE 01: ESTUDIOS PARA DETECTAR LA
ENFERMEDAD

1. Se ha desarrollado un nuevo sistema de cribado, mediante el test de resistencia osmotica
eritrocitaria, para detectar pacientes con la enfermedad de Niemann Pick tipo C. Por eso
proponemos un nuevo algoritmo diagndstico que incluya esta prueba, rapida, facil y
econdmica, como un paso intermedio entre la evaluacidn clinica y la determinacién de
biomarcadores. De este modo, reducimos los tiempos de respuesta diagndstica en los casos
de negatividad para la enfermedad.

2. Podemos hipotetizar el incremento de la resistencia osmotica eritrocitaria, por mediacion de
las alteraciones en la homeostasis del calcio y la mayor formacién de especies reactivas al
oxigeno.

3. No hemos detectado alteraciones en la concentracién de colesterol en la membrana
eritrocitaria en los sujetos afectos de enfermedad de Niemann Pick tipo C a pesar de lo
publicado en otros tipos celulares.

4. La valoracidn combinada de los biomarcadores plasmaticos quitotriosidasa, quimiocina
CCL18/PARC y 7-cetocolesterol muestra, en el presente trabajo, una sensibilidad del 100% y

una especificidad del 98% para el diagndstico de la enfermedad de Niemann Pick tipo C.

7.2 BLOQUE 02: ESTUDIO GENETICO DE LA ENFERMEDAD
DE NIEMANN PICK TIPO C

5. La frecuencia de variantes detectada en nuestra poblacidn, con la limitacidon del tamafio de
la muestra, no se corresponde a la observada en otras poblaciones europeas, ya que en este

estudio es NM_000271.3:¢c.3182T>C la variante asociada a patogenicidad mds frecuente.
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. Se han observado tres variantes, NM_000271.3:¢.1300C>T, ¢.1947+8G>C y ¢.2514-6C>T no
descritas en poblacidn ibérica. La frecuencia de estas variantes es inferior al 1% pero no se
asocian a patogenicidad segun la informacion de las bases de datos.

. Las variantes de significado incierto detectadas en NPC1 y NPC2 deben evaluarse mediante
los predictores de efecto “in silico” MutPredl y FATHMM-MKL o Human Splicing Finder y
SROOGLE en funcién de su localizacién, ya que son los mdas adecuados para estos genes.

. Las evidencias de las que disponemos actualmente nos permiten clasificar las variantes
NM_000271.3:¢c.612C>T, ¢.882-40T>A, c¢.1554-74A>G, ¢.1758-21A>G, ¢.3717C>T como
variantes neutrales para la enfermedad de Niemann Pick tipo C. Hasta el momento estas
variantes no tenian un efecto asociado.

. Detectamos 5 variantes en el gen NPC1, no descritas hasta la elaboracién de este proyecto,
asociadas a patogenicidad. NM_000271.3:c.385delT, c.1757delA, c.2567T>C, c.2711G>A, y
una la delecién de la regién 5’UTR y del exdn 01. Dos de ellas generan un coddn de parada
prematuro, otras dos un cambio aminoacidico en el tercer bucle luminal de la proteina y la

ultima provoca la inexistencia de la proteina.

10.El estudio realizado no detecta ninguna variante, no asociada a los genes NPC1 o NPC2, que

pueda justificar el desarrollo de la enfermedad de Niemann Pick tipo C en aquellos sujetos

portadores de una Unica variante patogénica en heterozigosidad.
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Keywords: Background: Erythrocyte volume regulation and membrane elasticity are essential for adaptation to osmotic and
Niemann Pick type C mechanical stress, and life span. Here, we evaluated whether defective chol ol trafficking caused by the rare
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Osmotic haemolysis
Chol Irelated ly 1 di
Screening test

hol

ts of c! ol brane content

(LALD) impairs these properties. Moreover, we tested whether
and osmotic resistance serve as a screening test for these LSDs.

Methods: Patients were genotyped for mutations in NPC1, NPC2, or LIPA genes. We measured LSD plasma
biomarkers and LAL activity. Red blood cells (RBC) membrane cholesterol content was evaluated in 73 subjects.
Osmotic resistance tests (ORT) were conducted in 121 blood samples from LSD suspected patients and controls,
Results: We did not find statistically significant differences between RBC cholesterol content between subjects
and controls. However, the ORT, particularly at 0.49% (w/v) hypotonic sodium chloride solution, revealed a
significant higher osmotic resistance in LSDs patients than in controls. We established a cut-off value of =51% of
haemolysis with sensibility and specificity values of 80% and 70%, respectively.

Conclusions: NPC and LALD do not alter cholesterol content in the RBC membrane but increase osmotic re-

sistance. Therefore, ORT serves as screening test for the studied LSDs.

1. Introduction

Membrane elasticity and deformability of healthy red blood cells
(RBC) are special biophysical properties that allow them to squeeze
through small arterioles and capillaries, the splenic filter, and adapta-
tion to osmotic stress. This high elasticity is accomplished by a unique
composition of membrane phospholipids, cholesterol, and proteins [1].
Their distribution within the membrane differs, with choline phos-
pholipids, such as sphingomyelin, being present mostly in the outer
lipid layer. Amino phospholipids, such as phosphatidylserine, are lo-
cated in the inner layer, enabling interactions with the cytoskeleton,
and therefore maintaining structural stability [1,2]. Unesterified cho-
lesterol is equally distributed in both layers. Disturbances in the ratio of
cholesterol and phospholipids affect membrane fluidity and elasticity
and consequently osmotic resistance such as e.g. in models of
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dyslipidemia [3,4]. This may also be the case in some inherited lyso-
somal storage diseases (LSDs) such as Niemann-Pick type C disease
(NPC; MIM#257220), where a high concentration of cholesterol and
sphingomyelin was found in the cell membrane of adult patients' fi-
broblasts [5]. In NPC, de-esterified cholesterol is not properly transport
inside the lysosome by NPC2 or transferred to the cytosol by NPC1, due
to mutations in the genes that encodes these proteins (NPCI:
MIM*607623 and NPC2: MIM*601015) [6]. Cholesterol metabolism
and transport are also impaired in Lysosomal acid lipase (LAL) defi-
ciency (LALD; MIM#278000). In this condition, lacking of the LAL
caused by a mutated LIPA gene (MIM*613497) [7] fails to de-esterify
and liberate cholesterol for further transport via the NPC1/2 way.
These diseases are ultra-rare diseases with a prevalence of less
1:100.000, approximately [8,9]. Whether RBC osmotic resistance (OR)
is impaired in these diseases has not been studied yet. However, testing
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OR may serve as a standard, low-cost test to screen for patients in the
general population.

So far, the diagnosis of specific LSDs is challenging because of some
overlaps of clinical and biochemical features and the unknown harm-
fulness and penetrance of mutations. Yet, a common clinical feature is
hepatomegaly, splenomegaly, or both. Some of most used biomarkers
for lysosomal lypidoses were chitotriosidase activity (ChT) and the
concentration of the chemokine (C—C motif) ligand 18/pulmonary and
activation-regulated chemokine (CCL18/PARC). Despite their levels
were increased on several lysosomal diseases, they are not specific and
can be raised by other pathologies [10]. In LALD, the accumulation of
triglycerides and esterified cholesterol in several tissues (spleen, liver,
adrenal glands and other tissues) produces the clinical symptoms [7].
NPC presents a continuum spectrum of symptoms being the visceral
manifestations the first one to show up. The disease evolves adding
neurological and psychiatric symptoms. The accumulation of de-ester-
ified cholesterol, sphingolipids, and of other lipids is the mayor trigger
here but the mechanism causing neuropsychiatric features remains
unclear [10]. The impairment of cholesterol trafficking causes oxidative
stress and increased production of oxysterols [11], such as 7-ketocho-
lesterol (7-KC), in LALD and NPC alike [12,13]. Interestingly, it has
been shown that oxysterols are related to an increase of the rate of
eryptosis, an apoptosis-like cell death that is characterized by phos-
phatidylserine flip, membrane leakage, and cell shrinkage [14].

In the present study, we tested the hypothesis that cholesterol
content in RBC membranes is altered in NPC and LALD and that osmotic
resistance test (ORT) may serve as a fast and reliable screening method
to identify patients who should undergo specific diagnosis test in the
general population.

2. Material and methods
2.1. Patients and controls

We studied 121 subjects of whom 57 were males and 63 were fe-
males with a median age of 35 years old. Experiments were performed
within 24 h after the extraction of blood samples. All samples were
obtained at diagnosis time. The study design was approved by the in-
stitutional board of FEETEG foundation and by the ethical committee
for clinical research in Aragén (CEIC Aragén). All individuals provided
written informed consent and the study was conducted in accordance
with the principles stated in the Declaration of Helsinki - Ethical
Principles for Medical Research Involving Human Subjects, Helsinki,
Finland, 1964, and as amended in Fortaleza, Brazil, 2013.

2.2, Osmotic resistance test

The ORT was performed according to the published method [15].
Briefly, we mixed 5pL of EDTA-blood with 495 uL of sodium chloride
solutions (NaCl; Fresenius Kabi, Barcelona, Spain) with varying hypo-
tonicity (0.1%-steps from 0% (most hypotonic) solution to 0.9% (iso-
tonic)). We conducted a second test with more finely graduated changes
covering the steepest part of response curve (0.01% steps from 0.40% to
0.55% of NaCl). After 30 min, samples were briefly centrifuged to
precipitate the non-lysed cells and cell debris. Haemoglobin contents in
supernatants were quantified by spectrophotometry at 540 nm (Sinergy
HT; Biotek, Winnoski, USA). Data were normalized to maximal hae-
molysis (set as 100% at 0% of NaCl) and lowest (set as 0% at 0.9%).

2.3. Cholesterol concentration in erythrocyte membranes

The concentration of cholesterol (mg/mL) in RBC membranes was
evaluated in 73 of the 121 samples. RBC were lysed in hypotonic lysis-
buffer and the cholesterol-containing fraction was isolated using the
Bordier's method with slight modifications as previous published
[16,17]. The cholesterol quantification in all samples was accomplished
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with the Cholesterol Quantification Kit (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain)
and measured with a spectrophotometer (Sinergy HT, Biotek, USA)
according to the manufacturers' instructions.

2.4. Plasma LSD biomarkers

2.4.1. Chitotriosidase activity and CHIT1 genotyping

Chitotriosidase activity (ChT) was fluorometrically measured as
previously published [18], using 4-methylumbelliferyl-B-n-N-N'-N"-
triacetylchitotrioside (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain) as substrate at
non-saturating concentrations. In order to identify carriers of the
¢.1049_1072dup24 CHIT1 variant, CHIT1 genotyping was performed in
samples showing low activity values [19]. Of note, this variant is a null
allele. Only homozygous subjects show null activity. The observed va-
lues were normalized according to genotype by multiplying by two the
value obtained from heterozygous patients.

2.4.2. Chemokine CCL18/PARC quantification

Chemokine (C—C motif) ligand 18/pulmonary and activation-
regulated chemokine (CCL18/PARC) concentrations were measured by
immunoquantification method (R&D Systems Europe, Ltd) according to
the manufacturers' instructions [20].

2.4.3. 7-Ketocholesterol (7-KC) quantification

We extracted and separated 7-KC by liquid chromatography and
coupled tandem mass spectrometry system as described previously
[21-23].

2.4.4. Lysosomal acid lipase enzyme activity

The LAL activity was measured in dry blood spot by fluorometric
approaches using 4-methylumbelliferyl-palmitate (Apollo Scientific,
GB) as substrate and Lalistat-2 (Chemical tools, LLC, South Bend, IN,
USA), as specific LAL inhibitor, based on slightly modified version of
the published protocol [24].

2.4.5. Genotyping

All exons and intron-exon boundaries for NPC1, NPC2, and LIPA
genes were amplified by PCR using previously described protocols with
slight modifications [25] or by home-made design. PCR products were
sequenced by capillary electrophoresis using an ABI3500XL analyser
(Applied Biosystems). Sequences were compared with reference se-
quences available in the GenBank database (https://www.ncbinlm.nih.
gov/genbank): NPC1 (NG_012795.1), NPC2 (NG_007117.1) and LIPA
(NG_008194.1).

2.4.6. Statistical analysis

Data sets from patients' groups were compared using the non-
parametric tests (Kruskal-Wallis, and Spearman correlation) when ap-
propriate. We also calculated receiver-operating curves (ROC) and the
area under the curve (AUC) with a confidence interval of 95%.
Calculations were done with the IBM SPSS statistics v22 software and
MedCalc v17.7 (and p-values < 0.05 were considered significant.

Cut-off for the ORT was established according to 80 and 90% of
sensitivity. The proportion of negative results that are true negative
(Negative predictive value, NPV) were calculated given the disease's
prevalence in our sample. Two other methods, dot plot and X — 2SD (X:
media and SD: standard deviation) were used to evaluate the most
accurate cut-off and the results were compared with the decided cut-off
according with sensitivity.

3. Results
3.1. Classification of patients

Samples were classified into two groups; healthy control group and
patients with LSDs. The patients were further divided according to the
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Based on: Based on:
* Biomarkers levels .
(ChT, CCL18/PARC and

7-KC)
* Genetic analysis

LSD group:
18 patients

121 subjects

CONTROL group:
103 samples

type of LSD (Fig. 1).

3.2. ORT

The degree of haemolysis at different hypotonic NaCl concentra-
tions was evaluated to choose the best hypotonicity to find differences
between the control and the LSD group. The ROC analysis found 0.49%
of NaCl as optimal concentration (AUC = 0.84; Cl: 0.74-0.94) (¥Fig. 2).

We found significant differences between controls and LSDs (p-
value < 0.00). In the LSD group, the OR was higher than in the control
group.

Further comparisons between specific LSDs (NPC or LALD) and
controls revealed that OR was statistically different in both subgroups if
compared to controls (p-value 0.01 and 0.00 respectively) but not
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Fig. 2. ROC curve for LSDs group.

ROC Curve was evaluated for all NaCl tested concentrations, obtaining the best area
under the curve for a solution with 0.49% of NaCl. The obtained AUC was 0.84, with a
confidence interval since 0.74 to 0.94.

Affected gene
(NPC1, NPC2 or LIPA)
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Fig. 1. Subject’s classification.

The ORT was realized to 121 subjects that were classified as controls
or as LSD group. All those pati with harmful and at least
one plasmatic biomarker higher than the reference range comprised
LSD group. The 18 patients were further divided according to the
affected gene: NPC group when variants were on NPCI or NPC2 and
LALD group when they are on LIPA.

NPC group:
6 patients

LALD group:
12 patients

between them according with DeLong test (p-value > 0.05) (Fig. 3).

Considering the established sensitivity at 80%, the cut-off value for
the percentage of haemolysis at 0.49% of NaCl was 51%. This value
presents a 70% of specificity and a 95% of NPV. Therefore, all subjects
with lower values must be considered second tier studies.

If we would to improve the sensitivity to 90%, the cut-off value for
this NaCl concentration was at 35% but in this case the specificity de-
crease until 62% and the NPV rise to 97%. This cut-off stablished is
similar to the one calculated by dot plot or X — 2SD (data not shown).

3.3. Cholesterol contents in RBC membranes

The content of cholesterol in erythrocyte membranes was evaluated
in 73 subjects matched by age and gender (63 controls and 10 LSDs).
There was no differences and no significant correlation between cho-
lesterol concentration and subject status (p-value > 0.05).

4. Discussion

The aim of the study was to evaluate whether cholesterol content in
the RBC membrane is altered in LSD and whether ORT is suitable
screening tool for cholesterol imbalance LSDs. The results showed no
difference in cholesterol content whereas differences in the OR of RBC
between patients with LSD and controls were found. Therefore, ORT
screening can be a useful tool to identify LSDs patients. The early di-
agnosis in patients with progressive severity disease induces to look for
the implementation of a simple and fast screening test. Our " proposal
based in a simple and fast test with a high negative predictive value and
high sensitivity try to discriminate early the suspicious of LSD with
defective cholesterol trafficking and possibilities of therapeutic inter-
vention. The test has limitations regarding its specificity, but the high
negative predictive value as a screening test must be continued by
standard diagnostic procedures.

Changes in OR are feature of several diseases. Regarding LSDs, there
are no data available on OR of RBC. Here, we showed for the first that
OR was increased in patients with LALD and NPC. This difference was
more evident at a 0.49% NaCl and allowed us to discriminate between
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Representative Boxplot for the observed ORT differences at 0.49% NaCl between groups. (A) LSDs patients vs controls: Significant differences were found in LSD patients vs Controls (p-

value = 0.00). (B) Each disease vs controls: Significant differences were found in NPC or LALD pati

value > 0.05).

the LSDs evaluated in this study and healthies. However, we found the
same change in LALD and NPC, which did not allow us to discriminate
between these two LSDs. Other LSDs as Gaucher disease (GD) shown
the same pattern than LALD and NPC (unpublished data).

The underlying molecular mechanisms causing this increase of OR
remain unclear. Yet, we did not find evidence that changes in the
cholesterol the RBC membrane were responsible for this change as
haemolysis did not correlate with cholesterol concentration.
Interestingly, a previous study on NPC patients reported that the
amount of cholesterol in fibroblast membrane correlated with the
presence of the disease [5].

Lysosomal lypidoses usually produce lipid accumulation and en-
suing pathological alterations in macrophages. In fact, a higher degree
of macrophage activation is evidenced by an increased synthesis of the
chemokine CCL18/PARC and other biomarkers (ChT, ferritin...) [26].
Moreover, a higher number of activated macrophages in liver increased
clearance of aged erythrocytes [27]. Because of a higher clearance rate,
the renewal rate of RBC raises, with larger number of recently released
RBC, compensating the clearance of aged RBCs. Intriguingly, “young”
RBC showed a higher OR than aged RBCs [28], which explains the
overall higher OR in RBCs from LSD patients. An alternative explana-
tion for the higher OR could be an increased stiffness of the splenic and
hepatic vascular system that could produce a higher mechanical stress
damaging the RBC membrane and increasing clearance and renewal
[29].

Oxidative stress has been reported to be increased in LSDs, such as
LALD or NPC, because of an accumulation of non-catalysed substrates
inside the lysosomes which leads to their malfunction and among other
biochemical features the raising production of reactive species of
oxygen or nitrogen which can oxidize the molecules and produce oxi-
dized products, such as oxysterols [30]. Interestingly, at the level of
RBC, oxysterols has been reported to enhance eryptosis, membrane
leakage, and hemolysis [31]. So, our alterations of OR can be a result of
an increased oxidative stress. Taken together, our data suggests that the
increased OR was secondary to alterations of RBC turnover because
either of higher macrophage activation, hepatic/splenic failure, oxida-
tive stress, or combinations hereof. This hypothesis was enhanced be-
cause of the ORT alteration on GD patients. These do not presented an
increasing on oxysterols levels but the oxidative stress was increased by
other pathways [32], diminishing the hypothesis related with the
membrane cholesterol concentration. To further clarify this, it might be
useful to include more diseases with hepatic affection in order to sup-
port the hypothesis that pathological altered liver functions are the
main reason for the higher OR.

Regarding our main hypothesis, we showed that the ORT could be
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vs Is (p-values 0.01 and 0.00 respectively) but no between NPC and LALD (p-

of utility as first tier of LALD and NPC screening in general population.
Yet, a limitation of our study was the reduced sample size per group,
which is, however, a general disadvantage when studying rare diseases.
A stronghold of the study is that all determinations were performed at
diagnosis and there are not interferences with specific therapy for LSDs,
probably some LADL patients with high cholesterol levels can be un-
dergoing statins treatment but we have not information about it. Finally
still, the differences between LSDs and controls were clear-cut. As a first
tier screening test, it understandably cannot compete with or replace
current standards for the diagnosis of LSD, but it could be of help to
decide on costly and time-consuming genetic and biochemical diag-
nosis.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywerds Introduction: The growing number of genetic variants of unknown significance (VUS) and availability of several m
NPC1 silico prediction tools make difficult to choose one of them to evaluate potentially deleterious gene variants.

NPC2 Materuals and Methods: We used several programs and evaluated which software was best to predict the impact of
LIPA

genetic variants found in lysosomal storage diseases (LSD) caused by defects in cholesterol trafficking. We evaluated
the sensitivity, specificity, accuracy, precision and Matthew’s correlation coefficient of the most common software.
Resudts: The results showed that for exonic variants, only MutPredl reached 100% accuracy and generated the best
predictions (sensitivity and accuracy = 1.00). Regarding intronic variants, SROOGLE or Human Splicing Finder (HSF)
generated the best predictions (sensitivity = 100, and accuracy = 1.00).

Bioinformatic prediction tools
Lysosomal storage diseases
Cholesterol traffiking

Discusion: Next Generation Sequencing substantially increased the number of detected genetic variants, most of which
were considered to be VUS, creating a need for accurate pathogenicity prediction. The importance of accurately
predicting LSDs, with a majority of private mutations not previously reported, is the focus of the present study.
Conclusion: The best prediction tool for the NPC1, NPC2 and LIPA variants is MutPred] for exonic regions and HSF
and SROOGLE for intronic regions and splice sites.

1. Introduction consuming biological characterizations of the respective proteins.

Databases provide information about many common variants that are

Lysosomal storage disorders (LSDs) are a group of rare inherited
metabolic diseases that cause progressive worsening of health status
due to accumulation of non-catalysed lipid metabolites inside
lysosomes. Some LSDs are a consequence of impaired cholesterol
trafficking either during the de-esterifying process or during
intracellular trafficking, for instance, in lysosomal acid lipase deficency
(MIM#278000, LALD) or Niemann-Pick Type C disease (MIM#257220,
NPC), respectively (Vanier 2015; Ramirez et al. 2011). These diseases
arise from deleterious variants in the genes that encode the proteins that
are involved in these processes: LIPA (MIM*613947) is the gene that
causes LALD and NPCI (MIM*607623) and NPC2 (MIM*601015) cause
NPC disease (Vanier 2015).

One of the major difficulties for making an accurate diagnosis is the
unknown or poorly predictable pathogenicity of newly found gene
variants, which makes it difficult to decide on further costly and time-

found in the general population; when a variant was frequent on several
ethnic heathy populations it is likely not harmful and it use to be well
documented but typically, most of the pathogenic alleles are low
frequency and less information can be found.

Over the last years, several classification algorithms are used to
predict the pathogenicity of variants for protein function. Most of these
tools evaluate the conservational status of each position on the
aminoacidic chain, but nowadays a growing number of algorithms
including 3D structure, protein-protein interactions and subcellular
localization are being developed in order to evaluate how this features
can be modifying the protein function (Capriotti et al. 2013; Disfani et al
2012). Also, algorithms to analyse the impact of indels and non-coding
variants are being developed (Folkman et al 2015; Zhao et al 2013).
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These tools evaluate evolutionarily conserved sequences within
species or the impact amino-acid variations but choosing the best
prediction tool to achieve optimal results is still difficult for
geneticists (Niroula and Vihinen 2016). Recommendations by both
the American College of Medical Genetics (ACMG) and the
European Society of Human Genetics (ESHG) include the use of
prediction methods for clinical purposes, but the decision about
which predictor still difficult (Niroula and Vihinen 2016).

There are only a few experimental studies for massive amounts
of amino acid substitutions in single proteins, and for variations on
proteins related with LSDs a new prediction algorithm is under
development, but it do not include both above-mentioned LSD
(Niroula and Vihinen 2016; Ou, Przybilla, and Whitley 2018). The
purpose of the present study is therefore to evaluate several
bioinformatics prediction tools for the aforementioned LSD genes
and to identify the most accurate tool to estimate the pathogenicity
of newly found genetic variants.

2. Material and methods

1.1. Datasets composition

Known variants from the LIPA, NPC1 and NPC2 genes were
selected from the dbSNP database provided by the National Centre
for Biotechnology Information (NCBI, http://ncbinlm.nih.gov).
Only 104 of these variants were reported to be benign or have
pathogenic clinical significance. The data were compared with the
data provided by the Ensembl database (The European
Bioinformatics Institute; http://www.ensembl.org). Finally, we
obtained a dataset comprising 72 variants, for which the same
clinical significance was available.

For this project, we excluded variants with likely or uncertain
significance and selected those with clear clinical importance,
provided from multiple submitters and without interpretation
conflicts. All of the pathogenic variants have been reported in at
least one previous article, and all of the benign variants showed a
high frequency in the general population.

We assembled two groups of variants according to their genetic
location (exonic or intronic region).

2.2 Selection of in silwco predictors

To evaluate exonic variants, we used 14 procedures from a total
of 11 different software programs, including a consensus classifier
(PredictSNP) with two approaches, one approach based on the
amino-acid sequence (PredictSNP1) (Bendl et al. 2014) and the
approach based on the nucleotide sequence (PredictSNP2) (Bendl et
al. 2016). The other procedures included: PROVEAN, which has
genomic and protein approaches (Choi and Cham 2015); SIFT (Sim
et al. 2012); FATHMM for coding (Inherited Diseases) and non-
coding (MKL) variants (Shihab et al. 2015); Polyphen2 (Adzhubei,
Jordan, and Sunyaev 2013); SNPs&GO and SNPs&GO3D (Capriotti
et al. 2013); SNAP2 (Hecht, Bromberg, and Rost 2015); PMuT2016
(Lopez-Ferrando et al 2017); and both MutPred approaches (Li et al
2009; Pejaver et al. 2017). Most of these programs uses an
evolutionary conservation study to analyse the effect of the variant
and they has been trained with the variants on the SwissVar
database. Nowadays, 25 of the 37 analysed variants on this project
has been included on the training database. Each software stablished
its own cut-off value to obtain the highest sensitivity and specificity.
More information about the selected software can be found on
Supplementary Materials (Table 01S).

Subcellular localization and protein-protein interaction
algorithms (Hum-mPLoc 3.0 and MoRF-pred) has been used to
explore this features (Sharma et al. 2016; Zhou, Yang, and Shen
2016).

To evaluate intronic variants, 10 software programs were
assessed: FATHMM for non-coding varants (FATHMM-MKL)

N

(Shihab et al 2015), the consensus classifier PredictSNP2 (Bendl et al.
2016), Splice Site Prediction by Neural Network (Reese et al. 1997),
Human Splicing Finder (HSF) (Desmet et al 2009), SROOGLE
(Schwartz, Hall, and Ast 2009), FSPLICE, and SPL from softberry
(www.softberry.com), the GENESC AN web server at MIT (Burge and
Karlin 1997), NetGene2 server (Hebsgaard et al. 1996), and SplicePort
(Dogan et al. 2007).

Four algorithms, PredictSNP2 (Bendl et al. 2016), MutPredSplice
(Mort et al. 2014), GENESCAN web server at MIT (Burge and Karlin
1997) and Detecting disease-causing genetic variations (DDIG) (Zhao
etal. 2013), has been used to analyse the predicted effect for frameshift
variants.

All of the prediction tools used in this work were web-based,
freeware, and easy to use, despite the existence of a big quantity of
downloading prediction software, these are not included on the study,
due to computing limitations. We used the default mode for the latest
updates available in February 2018.

2.3 Statwstical analyss

The accuracies of the prediction programs were evaluated by
several measures: True-positives (TPs) were variants that were
correctly predicted as harmful. True-negatives (TNs) were variants
that were properly qualified as benign. The variants published as
benign but detected as harmful by the prediction tools were termed
False-positives (FP). False-negatives (FN) were predicted as benign by
the software but considered to be harmful in NCBI and Ensembl
databases.

The sensitivity, specificity, accuracy, precision, and Matthew’s
correlation coefficient (MCC; 1, 2, 3, 4 and 5, respectively) were
calculated by one prediction program. Scores ranged from 0 to 1 for
sensitivity, specificity, accuracy, and precision, while the MCC ranged
from -1 to 1, where -1 indicated total disagreement between the
predictions and observations and 1 indicated a perfect prediction.

Sensitivity = ——— (1)

TRLFN
Specificity = TN;FP 2)
TP4TN
Accurdey;= TEATNAFP+FN @)
Precision = s 4)

TP»TN-FP+EN

Mee= J(TP+FP)(TP+FN)(TN+FP)(TN+FN) (5)

Receiver-operating curves (ROC) as well as the areas under curves
(AUROC) were calculated using the free R software, version 3.4.0, and
the packages RODBC and ROCR (R Core Team 2017; Ripley and
Lapsley 2017; Sing et al. 2005).

The analysis of splicing software include a manually curated
comparison between the results provided by the wild type and the

variant sequences.
3 Results

A total of 37 exonic and 15 intronic variants were included in the
present study. Variants in the 5" untranslated region were excluded from
the present study and 17 frameshift mutations evaluated by two different
predictors, but statistics and ROC curves were not made due to all of
them are described as damaging variants. More information on the final
dataset is available in the Supplementary Materials (Table 25). Predictions
were sorted as “harmful” or “benign” (Tables 1, 2 and 3). Each program
calculated a numerical value categorized as “harmful” or “benign”
according to the published cut-off (More information about cut-off
measures for each predictor is available in Table 015).

3.1 Exonic variants

For exonic variants, all of the approaches showed accuracy,
sensitivity, precision, and specificity levels higher than 0.75. The lowest
values for this group of variants were calculated with PredictSNP1
(sensitivity = 0.79, specificity = 0.67, accuracy = 0.78, precision = 0.96, and
MCC = 0.29) while MutPred1 gave the highest score (1 for all parameters).
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Table 1. Raw data from each predictor to each variant included in the exonic subset. The first row inclides the predictor established cut-off for idering neutral or damaging variants.
PROVEAN FATHMM MutPred Predict
Genomic Protein  SIFT ~ MKL I:i::::: P""g - 51\(’;?3 & ‘?g ;l‘;‘ SNAP2 le“: 2 1  SNP1  SNP2
Damaging cut-off <25 <25 <005 =05 <15 =0.5 =05 =05 =0 =05 =06 =0.5 text >0.06
Gene SNPs
NPC1 1528942108 2,16 -2,16 0,06 0,99 =324 0,96 0,44 0,86 76,00 0,58 0,56 085 Neutral 1,00
NPC1 1528942107 -3,60 -3,60 0,00 1,00 -3,64 1,00 0,86 0,81 94,00 0,77 0,59 087 Disease 1,00
NPC1 1528942106 -8,64 -8,64 0,00 0,99 -2,99 1,00 0,88 0,86 81,00 085 0,89 090 Disease 1,00
NPC1 rs28942105 4,80 -4,80 0,00 1,00 -2,87 1,00 0,76 0,95 93,00 0,81 0,65 094 Disease 1,00
NPC1 1528940897 2,84 -2,84 0,05 0,98 -3,31 0,08 0,77 0,62 85,00 0,65 0,60 083 Disease 0,02
NPC1 1580358253 -5,40 -540 0,00 0,98 -422 1,00 0,87 0,96 82,00 0,87 0,92 090 Disease 1,00
NPC1 1580358254 -3,86 -3,06 0,44 0,99 -3,25 0,79 0,34 0,44 47,00 0,66 0,60 087 Disease 1,00
NPC1 1580358257 7,78 -7,78 0,01 1,00 -3,53 1,00 043 0,76 60,00 0,66 0,78 091 Disease 1,00
NPC1 rs80358258 -2,85 -2,85 0,01 1,00 -2,10 1,00 0,58 0,69 14,00 0,80 0,67 086 Disease 1,00
NPC1 1580358259 -3,84 -3,84 0,00 0,90 -2,40 0,88 0,70 0,73 80,00 0,74 048 095 Disease 1,00
NPCI  rs120074130 -1,82 -1,82 0,12 1,00 -4,49 1,00 0,42 0,61 44,00 0,34 074 094 Neutral 1,00
NPCI  rs120074131 -3,50 -3,50 0,00 0,94 -317 1,00 0,72 0,83 96,00 0,89 0,86 097 Disease 1,00
NPCI  rs120074132 -3,25 -3,25 0,30 0,96 -3,33 1,00 0,48 0,87 87,00 0,66 0,51 082 Disease 1,00
NPCI  rs120074134 -3,98 -3,98 0,13 0,96 -2,69 0,97 041 0,59 69,00 0,61 0,32 088 Disease 0,13
NPCI  rs120074135 -1,02 -1,02 0,16 0,91 -3,32 0,01 0,10 024 47,00 0,30 0,550 0,80 Neutral -1,00
NPCI  rs120074136 -10,97 -10,97 0,00 0,99 -513 1,00 0,84 28,00 0,81 097 097 Disease 1,00
NPCI  rs372030650 -5,48 -548 0,02 0,99 -3,36 0,43 0,52 048 16,00 0,74 0,50 085 Disease 0,82
NPCI  rs374526072 -3,84 -3,84 0,00 1,00 -2,03 1,00 0,84 0,81 79,00 0,87 0,88 090 Disease 1,00
NPCI  rs483352885 -6,76 -6,76 0,00 0,99 -243 0,94 0,69 0,52 42,00 0,67 0,75 058 Disease 0,16
NPC1 rs483352887 -7,00 -7,00 0,00 0,99 -3,10 0,99 0,53 0,82 50,00 0,86 0,75 065 Disease 1,00
NPCI  rs483352888 -5,00 -5,00 0,00 0,99 -3,96 0,99 0,61 0,63 61,00 0,73 0,67 069 Disease 1,00
NPCI  rs483352890 -5,52 -5,52 0,00 1,00 -3,82 0,94 0,30 0,70 58,00 0,62 0556 064 Neutral 0,16
NPCI  rs483352891 4,86 -4,86 0,00 0,98 -4,34 1,00 0,77 0,85 66,00 0,82 0,76 093 Disease 1,00
NPCI  rs730880963 -3,76 -3,76 0,01 1,00 -3,32 1,00 0,50 0,60 29,00 0,79 0,55 094 Disease 1,00
NPCI  rs483352886 -3,96 -3,96 0,01 0,99 -347 0,87 0,54 0,72 29,00 0,73 044 064 Disease 1,00
NPC1 1513381670 -3,59 -3,60 0,20 0,99 -2,34 1,00 0,46 58,00 0,74 0,81 081 Disease 1,00
NPC1 1561731969 -1,96 0,74 0,99 -2,46 1,00 0,13 24,00 026 0,39 053 Neutral 1,00
NPC2 rs11694 2,58 -2,58 0,00 0,99 -2,64 1,00 021 76,00 0,42 0,52 089 Disease 1,00
NPC2 1580358260 -10,82 -10,82 0,00 0,99 -7,51 1,00 0,82 87,00 0,80 093 099 Disease 1,00
NPC2 1580358261 -2,20 0,91 0,99 -097 0,97 021 12,00 026 0,33 057 Neutral 0,64
NPC2 1580358264 -7,99 -7,99 0,02 0,99 -4,01 1,00 0,56 64,00 0,73 0,60 097 Disease 1,00
NPC2 1580358266 -1,36 -1,37 0,00 1,00 -2,39 0,98 0,05 44,00 0,69 089 094 Neutral -1,00
NPC2  rs104894458 -6,60 -6,71 0,96 -0,92 1,00 0,86 97,00 0,93 096 097 Disease 1,00
NPC2  rs483352893 -7,45 -721 0,99 -2,54 1,00 0,75 89,00 092 091 099 Disease 1,00
LIPA  rs121965086 -2,88 -2,88 0,01 0,99 -2,38 0,98 0,22 0,16 83,00 0,58 0,43 022 Disease 1,00
LIPA  rs587778878 0,32 0,32 0,25 0,27 -194 0,00 0,07 0,06 -93,00 0,03 015 0,37 Neutral -1,00
LIPA rs1051338 -1,34 -121 0,97 -0,51 0,00 023 57,00 0,28 0,45 025 Neutral -1,00

Table 2. Raw data from each predictor to each variant inchided in the intronic subset. The first row includes the predictor-

blished cut-off for

id

ing neutral or damaging variants.

Splice Site : The
FATHMM Predict Prediction H'““i‘" Splic S Wikien a5 GENSCAN N"‘;"“ Splice
MKL SNP2 by Neural F::g 8 Web Server Se Port
Network S at MIT i
Damaging cut-off =0.5 =0.06
Gene SNPs
A Site Site Site No peptide No No
NPCI 1s483352892 0,91292 -0,267  No changes siasation Siteration alfesstiom No changes charige dianges dnge
- - Site Site Site Site Altered Site No
NRCL  m7e70aua3l alteration alteration alteration alteration Noglisdges peptide alteration  changes
" - Site Site Site Altered No No
NECL  aTlZi5H3 B304 L Nochange alteration alteration alteration Haociage peptide changes  changes
Site
- Site Site Site Site Altered Site .
NECE eizenid 039375 L Nochange alteration alteration alteration alteration peptide alteration altexr\aho
NPCI  rs6507717 No changes  Nochanges  Nochanges No changes No changes N:ll::fghede ch:\ c;es ch:'n ogs
NPCI  rs55809701 029038  -0,4878 Nochanges Nochanges Nochanges Nochanges  No changes N:‘l‘):ll:;de ch:\(;es ch:\oges
3
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Splice Site , The
FATHMM Predict Prediction W SPlic — - GENscAN  NetGene gy
MKL SNP2 by Neural Finn:er 8 Web Server Server Port
Network at MIT
~. No peptide No No
NPCI  rs200103695  0,11242 -1 Nochanges Nochanges Nochanges Nochanges  No changes
change changes  changes
~ No peptide No No
NPCI  rs2510344 Nochanges Nochanges  Nochanges No changes No changes hanga disnges  Ghange
o No peptide Site No
NPCI  rs6507720 0,10654 -1 Nochanges Nochanges Nochanges Nochanges  No changes Ehindge dteration: changes
- No peptide No No
NPC2  rs80358268 020017 -1 Nochanges Nochanges Nochanges Nochanges  No changes change changes  hinges
5 PR No peptide Site No
NPC2  rs879253740 0,16907 -1 Nochanges Nochanges Nochanges Nochanges  No changes change dieration: éhanges
= No tide No No
LIPA  rs141302830 023717 -0,439 Nochanges Nochanges Nochanges Nochanges  No changes cl?aell:ge changes  changes
- g No peptide No No
LIPA  1s1556478 0,10956 1 Nochanges Nochanges Nochanges Nochanges  No changes chiange chanigss  changes
Site No peptide No No
LIPA  1s2297472 Nochanges Nochanges  Nochanges alteration No changes change hanges  hanges
LIPA rs3802656 025002  -0,4094 Nochanges Nochanges Nochanges Nochanges  No changes No peptide No o
change changes  changes

Table 3. Raw data from each predictor to each variant inchided in the frameshiftsubset. The first row includes the predict blished cut-off forconsidering neutral or d ~
Predict SNP2 MutPredsplice 1 GEmsl‘r’rvebse”‘m DDIG

Damaging cut-off >0.06 >0.06 >05

Gene SNPs

NPC1 rs398123284 Predicted peptide shorter 0,87

NPC1 rs483352879 Predicted peptide shorter

NPC1 rs483352880 Predicted peptide shorter 0,81

NPC1 rs483352881 Predicted peptide shorter

NPC1 rsd483352883 Predicted peptide shorter

NPC1 rs483352884 Predicted peptide shorter 0,87

NPC1 rs483352889 1,00 0,88 Predicted peptide shorter 0,87

NPC1 rs786200878 No peptide change

NPC1 rs786200879 No peptide change

NPC2 rs80358262 0,20 0,19 Predicted peptide shorter 0,68

NPC2 rs80358263 0,04 013 Sequence change 0,69

NPC2 rs80358267 Predicted peptide longer

NPC2 rs104894457 -0,59 061 Predicted peptide shorter 06

LIPA rs121965087 027 0,72 Predicted peptide change 0,72

LIPA rs267607218 0,29 0,55 No peptide change 0,84

LIPA rs780495201 Predicted peptide change 0,84

LIPA rs797045094 0,30 07 No peptide change 077

a
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FATHMM, used for non-coding variants, was found to be as
sensitive as MutPred1l, but moderately less specific, with a higher
number of FP results (sensitivity = 1.00, spedificity = 0.33, accuracy =
0.95, predision = 0.94 and MCC = 0.45). All statistic has been represented

onFig. 1.
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Fig. 1 Graphical of the itivity, sp ity, MCC, accuracy, precision and
missing data for the \'amn!s inchided in the exonic subset All of the evaliated predictors
showed good values for sensitivity, accuracy and precision (> 0.75), but in some cases, specificity
and MCC did not reach values over 0.5. The used predictors are the following: (1) PROVEAN
Genomics, (2) PROVEAN Proteins, (3) SIFT, (4) FATHMM-MKL, (5) FATHMM Inherited
Diseases, (6) Polyphen2, (7) SNPs&GO, (8) SNPs&GO3D, (9) SNAP2, (10) PMuT2016, (11)
MutPred2, (12) MutPred], (13) PredictSNP1, (14) PredictSNP2.

The ROC curves were computed by each predictor, MutPredl
offered the highest values for the area under the curve (AUROC=1),
followed by the MutPred2 (AUROC=0.906) (Fig,. 2).
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Fig. 2 Receiver-operating (ROC) for the best-evaluated predictors in the exonic group.
MutPred1 obtains the best AUROC = 1.00 with a complete success on the analysed variants.
MutPred 2 have an AUROC =0.91

MoRF-pred and Hum-mPLoc were excluded of this analysis because
none of the analysed variants are involved on protein-protein
interactions or altered the protein localization. The MoRF algorithms do
not shown any changes from wild type and variants sequences.
According with Hum_mPLoc all variants for LIPA and NPC2, as well as
the wild type proteins are located, with similar score, on the lysosome.
NPC1 is a transmembrane protein, except for two damaging variants
which do not obtain enough score to be located anywhere, maybe
because of the higher degradation of the protein due to the variants.
SNPs&GO3D were excluded because the inexistence of 3D structure for
human NPC2 and LIPA proteins.

3.2 Intronic varunts

Three predictors, FATHMM-MKL, HSF, and SROOGLE, gave the
highest values for all measures (Fig. 3; sensitivity = 1.00, specificity =
1.00, accuracy = 1.00, precision = 1.00, and MCC = 1.00), but FATHMM-
MKL was not able to evaluate insertion/deletion variants (normalized
missing data = 0.19) and HSF and SROOGLE allowed us to study all of
the variants (normalized missing data = 0.00). The ROC curves were
calculated for each program, obtaining values for HSF and SROOGLE of
AUROC=1.00 (Fig, 4).
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Fig. 3 Graphical of the P ity, MCC, accuracy and
precision for the vumu\h mduded in the intronic subset. Speclhu!y values are sufficient for all
predictors, with a lower value of 0.8, but sensitivity showed low valies for several predictors
(values lower than 0.3) The best predictors according to the equational analysis are easy to
identify (FATHMM-MKL, HSF and SROOGLE) The used predictors are the following: (4)
FATHMM-MKL, (14) PredictSNP2, (16) Splice Site Prediction by Neural Networks, (17) HSF,
(18) SROOGLE, (19) FSPLICE, (20) SPL, (21) The GENSC AN web server at MIT, (22) NetGene2
server, (23) SplicePort.
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Fig. 4 Rearaver—operutmg (ROC) for the best preduwctors m the intronwe subset, with an AUROC =
1.00 for HSF and SROOGLE

3.3 Frameshift varants

ROC curves, specificity and MCC cannot be calculated due to the
absence of confirmed neutral frameshift variants.

MutPred Splice and DDIG are the algorithms with best predictions
(sensitivity = 1.00) but they do not allow to evaluate deletion. MutPred
Splice is neither able to evaluate insertions (Fig. 5).
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Fig.5 Gmplncal rep of the ity, accuracy, precision and missing data for
the frameshift variants. The used predictors are the following: (14) PredictSNP2, (15) MutPred
Splice, (21) The GENSC AN web server at MIT, (24) DDIG

In conclusion, the present study determined the most reliable
prediction tools for the evaluation of variants involved in LSDs,
particularly those caused by defective cholesterol processing inside the
lysosome. For intronic regions, the most reliable programs were HSF
and SROOGLE. FATHMM-MKL was also demonstrated to be a good
prediction tool, but this program was only able to generate a prediction
based on base pair changes, and insertions/deletions (INDELS) were
not considered, while the other two predictors enabled the study of all
mutations. HSF allowed virtual insertion of variations into a sequence
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to analyse its potential pathogenicity. SROOGLE did not allow this
type of analysis, but instead analysed both wild-type and the variant
sequences to compare results. For exonic regions, MutPredl and
FATHMM-MKL were demonstrated to be the best prediction
programs. However, MutPred] was the slowest program used in the
present study. By contrast, the other programs generated almost
immediate results. The predictor SNPs&GO3D requires an available
published protein structure, which in many cases, such as for NPC2
and LAL, is not available and approximations with other bovine
structure are not reliable. As the final structure is one of the most
important features for analysing the effect of missense changes, it is
crucial use a good repository for protein structures, such as the Protein
Data Bank from Research Collaboratory for Structural Bioinformatics.
The frameshift variants do not have many softwares to evaluate them,
but despite the limitations, DDIG seems to be the best option.

4. Discussion

The availability of public databases, such as dbSNP or Ensembl,
which include clinical features, is important to assign an effect to the
most common variants found in genetic analysis, but new variants are
being described, which these databases may not provide information.
The ClinVar database, the most frequently used database for
identification of potentially pathogenic genetic variants, uses the
clinical terms recommended by the American College of Medical
Genetics and Genomics and the Association for Molecular Pathology
(pathogenic, likely pathogenic, uncertain significance, likely benign and
benign). This information is provided by the variant submitter and not
curated by NCBL This database provides clinical significance for the
variants published in dbSNP and Ensembl, but several discrepancies
were found between these databases.

The number of i silico prediction tools is rapidly growing, and the
capabilities of each tool are unique because of the use of different
algorithms and trainings. Thus, it is important to know which tool is
optimal for the analysis of a gene of interest. Patients with disabling
and progressive diseases, such as LSDs, and individuals with non-
previously described variants may benefit from accurate prediction to
refine their diagnosis and obtain genetic counselling. Because of this,
new algorithms are being developed in order to improve this situation
on LSDs (Ou, Przybilla, and Whitley 2018). Moreover, implementation
of Next Generation Sequencing technologies has resulted in an
overwhelming increment of new variants that are almost impossible to
analyse through n vivo studies to evaluate their pathogenicity.

This work evaluates several easy-web-based prediction softwares to
select the best one for the LALD and NP-C diseases to help physicians
to understand the predicted effect of the described variants on their
patients. Usually a cross-evaluation of more than one program is
recommended, but the results obtained on this study shown that are
not necessary due to the prediction success of MutPred1 and HSF on
the evaluated diseases.

MutPredl includes evolutionary information and the analysis of
gain or loss functional and structural features classified on three
groups: predicted protein structure and dynamics, predicted functional
properties and evolutionary and aminoacid sequence information. The
dataset is composed by HGMD inherited disease-causing variants and
damaging and polymorphic substitutions from Swiss-Prot database
and the support vector machine classifier published by Joachims et al
on 2005 is used to discriminate between variants with or without
harmful effect (Li et al. 2009). It might be due to the importance that the
algorithms gives to structural and functional features and for the type
of used classifier that MutPred1 makes the best predictions for variants
in the evaluated genes. HSF includes a Universal Mutation Database
derived algorithm able to evaluate the strength of splicing sites and
branch points. The dataset includes introns and exons of the complete
human genome. Considering the consensus sequences for splicing sites
and for branch points, they implemented new algorithms to maximize
the difference between mutant and wild type sites (Desmet et al. 2009).

Maybe because of these algorithms and the inclusion of auxiliary
splicing sequences it can be one of the best-tested splicing predictors.

Several studies have applies these statistics to study the usefulness
of several predictors in general or for specific genes. In all cases, the
results obtained for the common predictors are similar to those
obtained in the present study. In a published report on GLA (Riera et al
2015), another LSD that is not related to cholesterol trafficking, the in
silico study values for SIFT and Polyphen2 showed similar sensitivity,
accuracy and precision, but the specificity of these predictors compared
that for our genes were lower than those for GLA. A recentreport from
Alvarez de la Campa et al recommended combining several predictors
to assess the best results for protein sequence variants (Alvarez et al.
2017), but we did not observe improvements using their recommended
combinations against MutPred1l. Finally, Ou L et al generate a new
algorithm to evaluate the impact of variants on LSDs but they do not
include NPC1 and NPC2 (Ou, Przybilla, and Whitley 2018)

One limitation of bioinformatics prediction tools is their low
capability for studying frameshift mutations and synonymous variants.
Fortunately, several newer software programs use algorithms are able
to evaluate the pathogenicity of INDEL variants, which are often
responsible for frameshift mutations. Moreover, by analysing
nucleotide sequences instead of amino acid sequences, advanced
bioinformatics prediction tools help to identify synonymous variants
that produce alternative splicing signals and are therefore potentially
pathogenic, as reported for some NPCI synonymous variants. As is
shown in our results, the availability of algorithms to evaluate
frameshift is in crescendo, but is necessary to improve the analysis of
INDEL to complete these results.
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Sr. Editor:

La enfermedad de Niemann-Pick tipo C (NPC; MIM#257220 y
MIM#607625) se debe a un error innato del metabolismo, de
herencia autosomica recesiva, caracterizado por una alte-
racion del trafico intracelular de colesterol, lo que provoca
una acumulacion de multiples metabolitos en el lisosoma
y/o endosoma tardio'’. Los genes responsables son NPC1
(MIM*607623) y NPC2 (MIM*607625). NPC1 engloba el 95% de
los casos publicados, mientras que NPC2 es el responsable
de un 4%°.

El diagnostico de la enfermedad de NPC es complejo dado
la gran heterogeneidad clinica que presenta y la dificultad
de las pruebas de laboratorio. La sintomatologia se clasifica
en 3 grandes bloques: visceral, neuroldgica y psiquiatrica,
siendo las caracteristicas mas frecuentes la esplenomegalia,
la paralisis de la mirada vertical y la cataplejia’. Basandose
en las manifestaciones clinicas y con la finalidad de ayudar
a orientar el diagnostico se ha creado una herramienta de
cribado que asigna una puntuacion en funcion del riesgo de
ser afecto de NPC (NPC indice de sospecha [NPC-Sl]), y que
sugiere la idoneidad de realizar mas estudios para esclarecer
el diagnéstico’”.

Presentamos el caso de una mujer de 26 anos de etnia
bereber con antecedentes de retraso mental y trastorno psi-
cotico en tratamiento con olanzapina 5 mg que es remitida
por movimientos anormales y alteracion de la marcha des-
arrollados en el Gltimo ano. En la exploracion neuroldgica
destacaba disartria, hipomimia facial, paralisis de la mirada
vertical, bradicinesia global con mioclonias aisladas distales
y marcha ligeramente ataxica sin braceo. La RM cerebral y
DaTSCAN" no mostraron alteraciones relevantes. El estudio
oftalmologico revelo una mancha rojo cereza en la macula

http://dx.doi.org/10.1016/j.nrl.2017.07.010
0213-4853/®© 2017 Sociedad Espanola de Neurologia. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Este es un articulo Open Access bajo la licencia
CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/ licenses/by-nc-nd/4.0/).

de ambos ojos. Una ecografia abdominal mostré espleno-
megalia de 13,8 cm. El test de cribado NPC-SI puntuaba 104
(percentil 64).

Para confirmar el diagnostico de NPC se analizo la acti-
vidad plasmatica de la quitotriosidasa® y la concentracion
de la quimioquina CCL18/PARC’ y 7-cetocolesterol” "° (7-
CC) mediante métodos previamente descritos, obteniendo
valores por encima del rango de referencia intralaboratorio
(RRI) para los 3 biomarcadores.

La secuenciacion de los genes NPC1 y NPC2 se realizo
mediante el método de Sanger con pequeiias modificacio-
nes respecto al protocolo publicado previamente por Zech
et al., identificando 2 variantes en NPC1: p.lle1061Thr pre-
viamente descrita por Yamamoto et al.!’, y p.Val856Ala, no
descrita previamente.

El acimulo de colesterol en fibroblastos del paciente
fue analizado mediante tincién citoquimica por Filipin 1I'
(Sigma-Aldrich, ES), observandose una positividad del 70%
(fig. 1).

Para descartar otras enfermedades lisosomales de la
misma ruta metabélica se analizd en lisado leucocitario”
citario, la actividad de la lipasa acida lisosomal’* y de la
esfingomielinasa'* obteniendo valores dentro del RRI.

Como la variante p.Val856Ala no esta descrita y se
localiza en un bucle rico en cisteinas que acumula aproxima-
damente un tercio de las variantes patogénicas descritas’ se
realizo un analisis bioinformatico para la misma. Mediante
Clustal Omega se realizo un analisis de conservacion de la
secuencia, comparandola con 30 especies, y se observo que
se trataba de una region altamente conservada. Simultanea-
mente se utilizo la estructura de NPC1 publicada por Gong
et al. en 2016 en el Protein Data Bank (Cryo-EM structure
of the full-lengh human NPC1 at 4.4 angstrom; nimero de
acceso PDB: 3JD8) y se modeld la variante patogénica con
el programario libre Swiss-PdbViewer, observandose una dis-
minucion de las interacciones electroestaticas en la forma
variante (fig. 2). Mediante el predictor de estabilidad DUET
se observd una disminucion en la estabilidad de la pro-
teina que contenia la variante p.Val856Ala (A AG: -1.457 vs.
AAG:0kcal/mol). Segun las guias del Colegio Americano de
Genética Medica'®, esta variante pasaria a catalogarse como
altamente probable de ser patogénica.

Con las evidencias presentadas en este trabajo, tanto
a nivel clinico como bioquimico, molecular y celular,
consideramos que se trata de un paciente de NPC por hete-
rozigosis compuesta de la variante p.Ile1061Thr y una nueva
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Figura 1  Tincion con Filipin Ill. Figuras representativas de la tincion del colesterol mediante Filipin Ill en fibroblastos de nuestro
paciente (A) yde uncontrol (B). Las células se cultivas en cubreobjetos y se mantienen durante 72 h en un medio libre de lipoproteinas
antes de cambiarlas a un medio rico en lipoproteinas de baja densidad durante 24 h. Posteriormente se fijan y tinen con el colorante

Filipin Ill. Ampliacion a x 200
b.‘

Figura 2  Alteraciones estructurales en la proteina NPC1. Interacciones entre los aminoacidos Ser1048, Tyr1091 y Val856 (A) o
Ala856 (B). Figura realizada a partir de la secuencia 3JD8 (PDB) mediante el programa Swiss PdbViewer.
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