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Hipopituitarismo congénito (HC)

Prevalencia de 1/4000 — 1/10000 recién nacidos

Parks JS et al. Clin Perinatol. 2018 Mar;45(1):75-91
Severo

I . Holoprosencefalia
. Displasia septo-dptica

. Deficiencia combinada de hormonas hipofisarias (CPHD) | |GH/PRL/TSH..

. Hipogonadismo hipogonadotréfico

I . Insuficiencia aislada de hormona de crecimiento (IGHD) | |GH

Moderado
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j> Dificultan el diagndstico
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Ensayos Ffunciondles:
v :Cuahdo debemos testear variantes?

)
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American College of Medical
Genetics and Genomics
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patogénicas




Ensayos Ffunciondles:
:Cudhdo debemos testear variantes?

Significado incierto (VUS)

— N

No hay suficiente informacion La informacidn disponible es
contradictoria

¢Es una variante reportada o novel?
¢Concuerda el fenotipo?

zEsta en un gen Frecuente en la patologio, o novedos}cg

pocos casos asociados?

/




Ensayos Funcionadles:
Distintas ec:-+r'a+eﬁias

In vitro
y :

e Ensayos de gen reportero Ej Luciferasa 3 V
e Ensayos de expresion proteica Ej Western blot, Inmunofluorescencia

e Células madre pluripotentes humanas inducidas (iPSCs)

In vivo

e Modelos animales (ratén, zebrafish) /éﬁ @




Ensayos de gen reportero

Caso ejemplo: Varionhtes en LHX4

p.T126M

|

Homozygous

Nomed  um1 | Lm2

1 28 l 87 [} | 150-157
p.VIO1A p.L190R p.P389T
AB5V ’
P p.T99fs*53 p.A210P p.R235Q p.Q346R
p.V75I
______ ‘.-.-.-. pY131* v \

[ 02491G>A 1 | ! .606+1G>T ! p.G370S*
p-RB4C Coeoiicc f
'p.R84H .............. p. W204

p.Q100H p.W204L

............... 522 kb w/ 3 genes
--------------- 1.5 Mb w/ 12 genes

Gross deletion
Phenotypic spectrum: | Lethal | CPHD IGHD

Vishnopolska et al., J Clin Endocrinol Metab. 2021 Jul; 106(7): 1956—1976.



Clinica asociada a las variantes halladas

Caso 1 R84H Caso 2 Q100H Caso 3 W204L
Q, 7 afos d', 2 afos d', 11 afos
Déficit de GH, TSH (CPHD) Déficit de GH, TSH, ACTH (CPHD) y Déficit de GH, TSH, ACTH, PRL
SOD (CPHD)

Ulnar valgus
Hipoplasia del quiasma Hipogonadismo




Disefo exPerimen+alz zComo generamos las variantes?

@ Mutagénesis sitio-dirigida @ Transfeccion en células de mamifero

Sintesis de hebra mutante

Reaccion de PCR:

1) Desnaturalizacion del ADN molde (plasmido WT)
2) Apareamiento con primers de mutagénesis que
contienen la mutacion deseada

‘ 3) Extension de los primers con ADN polimerasa

OO

Transfeccion 48hs

Digestion del plasmido WT con Dpnl

Transformacion en bacterias E. Colf
competentes

HEK 293T
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Ensayos de gen reportero

. z 6 aL L
Relative luciferase activity (% of WT) Relative luciferase activity (% of WT)
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Vishnopolska et al., J Clin Endocrinol Metab. 2021 Jul; 106(7): 1956—1976.




Ensayos de Expresion

ood

Transfeccnon

Inmunofluorescencia

HEK 293T
Western blot




Figure 3
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B
Homozygous
p.T126M |
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Human
Chimpanzee
Gorilla
Mouse

Cow

Dog
Elephant
Dolphin
Chicken
Zebrafish
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Vishnopolska et al., J Clin Endocrinol Metab. 2021 Jul; 106(7): 1956—1976.



Variontes VUS o probablemente patogénicas en genes ‘novel' en la potoloaia
] ] . j . j I . |
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2Qué aborolaje experimental utiizamos
para testear variantes de este tipo?

Numero de variantes halladas por gen
I
|
|

Ensayos basados en
Ceélulas madre pluripotentes inducidas
(iPsCs)




| Células madre pluripotentes

Embrionarias Inducidas
OCT4, SOX2,
(T T KRCMYC
. 0 *
astocisto Embryonic P
Blastocisto |# stem cells 7‘\.{\-
Bt (ESCs) Células Induced pluripotent

SoMAticas stem cells (iPSCs)

Diferenciacion in vitro

— @\ J I }
N \
(®

@ @ Cardiomiocitos Células Células B Neuronas

Hematopoyéticas

O

Células indiferenciadas con la capacidad unica de
autorrenovarse y diferenciarse hacia otros tipos
celulares



Ensayos en iPSCes:
Dos estrategias para modelar variantes genéticas de interés

Paciente con PBMCs iPSCs *
hipopituitarismo

Reprogramacion celular de pacientes para
obtener IPSCs que portan la mutacion

es Pecif—ica

\ %

\

—— e
> oo ©
Gene editing o o
iPSCs edited-iPSCs

Generar las mutaciones PunJrualec;

~

mediante el sistema CRISPR/CAS9

%




Doble ventaja: e e

L/ ) ; )
K’ Testeo funcional de variantes genéeticas candidato ﬁ {

Estudio de genes noveles en un modelo de desarrollo embrionario
humano

————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————



Caoso ejemplo: Variante

FOXA2;p.5229*
F, 13 anos

Déficit de GH y TSH (CPHD)
MRI: Hipoplasia AP, tallo
ausente, PP ortotdpica.

Espacios subaracnoideos
aumentados

Anomalias craneofaciales
(nariz con puente nasal
deprimido, macizo facial
hipopldsico, facie peculiar,
paladar ojival, telecanto)
hipoglucemia asintomdtica,
mucocele al nacer.

en FOXAZ

p.5229*

| p.S169P || p.c222G

164

277 Kb del, entire gene

969 Kb del, entire gene

| 4.22 Mb del, entire gene ‘
‘ 5.4 Mb del, entire gene ‘

C

250 y 463

p.R257L

Phenotypic | CPHD, hyperinsulinism H

CPHD, gastrointestinal anomalies ‘

spectrum:

‘ CPHD, biliary atresia | | CPHD, dysmorphic features, intellectual disability |

Human
Chimpanzee
Gorilla
Mouse
GuineaPig
Horse
Cow

Goat

Dog

Cat
Elephant
Chicken
Zebrafish

SFNDCFLKVPRSAEADKPGKGSF
SFNDCFLKVPRSEDKPGKGSF
SFNDCFLKVPRSEDKPGKGSF
SFNDCFLKVPRSEDKPGKGSF
SFNDCFLKVPRSEDKPGKGSF
SFNDCFLKVPRSEDKPGKGSF
SFNDCFLKVPRSEDKPGKGSF
SFNDCFLKVPRSPEPDKPGKGSF
SFNDCFLKVPRSPEPDKPGKGSF
SFNDCFLKVPRSEDKPGKGSF
SFNDCFLKVPRSPERDKPGKGSF
SFNDCFLKVPRSPEPDKPGKGSF
SFNDCFLKVPRSPDKPGKGSF



Ensayos en iPSCs

Prueba de conhcepto
Reprogramacion celular de paciente Por+aalor de variante en FOXAZ p.S229%

Dia 17




Ensayos en

IPSCs

Dia 35 ya vemos colonias
individuales




Perspectivas

Somatic
cells

> DePSCs a célas hipofisarias

iPSCs

BMP4,
SHH,
FGFs

Reprogramming

BMP4,
FGF2,
SAG

iPSCs

pituitary
placode

Organoid

piultary .o Bmp2 P H
like-cells low FGE8
‘ FSH cells
SHH
FGFs . BMP2/FGF8 GH,
&> :
+EACS TSH cells
low BMP2
high FGF8 POMC cells
BMP, _
FGF, SAG (o)
40% 0,
_’ —>
0
s \ ©
Oral Hypothalamus AcTH
ectoderm GH cells




Testeos funcionales in vivo

Ventajas

e Mas robusto que modelos in vitro °

e Reproduccion de resultados °
fisiologicos

e Barato para un numero limitado de °
variantes

Desventajas

Mas lento que el testeo in vitro

Imposibilidad de realizarlo para
todos los genes

Dificil de escalar



Testeo funcional de variantes en zebrafish (D. rerio)

Ventajas Desventajas
Alta conservacion de un gran numero de e Mas lento que el testeo in vitro
genes

e Duplicacion gendmica
Facil manipulacion genética y

. e Alta divergencia comparado con
transcripcional

otros modelos
Desarrollo temprano rapido

Gran numero de embriones por cruza

Costo menor que otros modelos animales = ps

e —
e ———

————— ) —-’—/2—" o™ P



Mutagénesis al azar: Zebrafish Mutation Project

N-ethyl-Nnitrosourea (ENU)

f/ I ® Permite estudiar genes
i l e Método masivo y no dirigido
= A,—éﬂ———m e ———
F1 ,%—g"'&;_ P X ¢ —

S S Alel 5 ® Construccion de librerias
ecuenclacion \
Alelo "hu"

(EZRC/ZIRC/CZRC)

Kettleborough et al. 2013, Nature




Mutagénesis dirigida por CRISPR

Slgl] CRISPOR CHOPCHOP v > °

) Permite estudiar genes y variantes
Secuencia\P;M (Cas9)
NGG
CTTTTTTTTIT

e Conservacion del gen (duplicaciones)
yg% ® Conservacion del aminoacido

X
/‘ 'Q SasQ mRNA/ proteina
ol 1T

f
l 1 IS0 S0 A TR - TOT - TSI - 1 Alelo KO (Gen/Variante)

—_——

-
E Equivalente a alelos “sa”/”hu”

S \ A k5 B (o) ] 1@ sl 1B (o) B Alelo mutante (Variante)
e
Cw ) D



CRISPants -

Permite estudiar genes

Generacidon de mosaicos embrionarios mutantes

Permite testear multiples genes en poco tiempo

Permite generar alelos KO al igual que métodos
tradicionales

Mayor prevalencia de off-targets 00

guia 2
J
%
Ctl - Ctl + Gen A GenB
(tyr)
00 o0 (N
¥ |
| 4§ \
|1 \ |
J v
B

Alelo KO



Estudio de variantes: Ensayos de rescate

0\’
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KO
WT KO KO+ KO+
inj WT  inj MUT

PN

. ‘\.

MRNA WT o
MRNA MUT
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N

?  & * b ?

5

morpholino +
MRNA WT o
MRNA MUT

WT
mo ctl mo mo + mo +
inf WT inj MUT



Ejemplo de nsayos de rescate - tcf7/1

WT MUT
K ® TCF7L1 esun gen novel en
Unini. 100- e o deficiencias hipofisarias
® Los mutantes para su homodlogo
759 en zebrafish no desarrollan ojos
Inj. WT - : :
nl 50 e Mutaciones de pacientes rescatan
el fenotipo de manera parcial
25+
R92P C WT  R92P R400Q

Gaston-Massuet et al. 2016, PNAS

R400Q



https://www.pnas.org/doi/10.1073/pnas.1503346113

Caso novel: HMGAZ2

HGO077 ( Hospital Garrahan)

?

HMGAZ2 genotype: Het. (p.R75W)
Age of diagnosis: 6 years
Height SDS at birth: -2.92

® Paciente pediatrico con IGHD

® Mutacion cae dentro del tercer dominio
AT-Hook de HMGA2

e MRN: normal

100 110

! L ] |
Zebrafish/1-110 rEcEP P eRP EEEBEEcEERAE q
Chicken/1-109 p p P KKP ETEETSSQESAEED
Mouse/1-108 P [ P KKP T-EBETSSQESAEED
Cat/1-109 P [ P KKP ETEETSSQESAEED
Human/1-109 P P P KKP ETEETSSQESAEED
Chimpanzee/1-109 | PRGRPREWP KRPABEE TEETSSOESA 30
Horse/1-109 P P P KKP ETEETSSQESAEED
Dog/1-109 PRoRPREWP kRPAGEE TEETSSQESAEED)

Vishnopolska et al. 2021.

Lietal. 2012


https://bio.biologists.org/content/3/5/372
https://bio.biologists.org/content/3/5/372

Deleciéon del locus completo de hmgaZ2
mediante CRISPR

Caracterizacion
fenotipica

500 bp
300 bp




Caso conocido: OTX2

p.Q91dup  p.WO3L ? ?

pA91D  p.Q97* p.S134A L o
p.R68P p?&%{iup: :099‘ pr1 34R
S e | S, GUT18 HG022
p.P27Pfs*31 : |;l.KQHZNfs"H p.P1"33T p.Y179* (Hospital GUtierreZ) (Hospital Garrahan)
p.T421 < | | ﬂ o Clinical manifestations: CPHD Clinical manifestations: IGHD
N NRS OTX FAMILY DOMAIN |—| AL - .
1 I117 4:5 p.VlV|152'I17 243 255 289 OTXZ genot!pe: p-T42I (Het-) OTXZ enOt e' p.A190P (Het')
PATHITS BOBSH o \ P F } ‘ Age of diagnosis: 13 Age of diagnosis: 9 years
el ol — Height SDS at birth: NA Height SDS at birth: -5.59
T IPMSM: = v MRI: Adeno hypoplasia. EPP. MRI: Adeno hypoplasia. EPP. Tallo ausente
pR44Gfs*15 p-S1;8* ‘?:'z?‘:g:ma;h"wn Ta”O finO

Phenotypic spectrum: CPHD  IGHD  Head/craniofacial defects only ' Eye & other craniofacial defects

LP VUS

170 180

Dog/1-289
Cat/1-289
Mouse/1-289
Chimpanzee/1-289
2ebrafish/1-289
Human/1-289
Chicken/1-289

210

©

o
o
K=
R o

Dog/1-289
Cat/1-289
Mouse/1-289 M
Chimpanzee/1-289
Zebrafish/1-289 |
Human/1-289
Chicken/1-289

Vishnopolska et al. 2021, JCEM



Caracterizacion de un modelo otx2b mutante
de zebrafish (sa36505)

Alt i6n (>90% S w
° >
a conservacion 0) otx2b +/- otx2b +/-
® Gran numero de variantes VUS | f |
® Gen poco explorado en CPHD l
: : @-*‘%X
® Alelo representativo de una variante humana S

atogénica sin estudios funcionales (p.Q99*
Patog (p-Q ) Lethal at 10 dpf



Caracterizacion de un modelo otx2b mutante
de zebrafish (sa36505)




Caracterizacion de un modelo otx2b mutante
de zebrafish (sa36505)

Ihx3
24 hpf

Lateral




Caracterizacion de un modelo otx2b mutante
de zebrafish (sa36505)




Caracterizacion de un modelo otx2b mutante
de zebrafish (sa36505)

1

A iy % ﬂ
4 oo Do )
R | S i
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+/+ +/- /- B ¥
e RIS

, V K Experimentos de
§ &
‘ +/

Area devoid of iridiph (um?)

-
TR & | L rescat
d U | /J:\ } rescate

Rt 7 A
e ' ;
] y 30004 5| -
¥ , —_— "
. . : £ \ :J
+ +/- e D D
§ g T ype z Wotant ’ Wild Trpe Jutant

120 hpf

48 h pf Dorsal Dorsal Dorsal ____[_)(,)f _______ 120 hpf

Ventral Ventral Ventral Ventral



A modo de cierre

K& Los ensayos funcionales representan una valiosa herramienta a la hora de definir la
Y patogenicidad de una variante

En particular si son VUS, y mds aun si se encuentran en genes novedosos para la
! , patologia

SIQ Suelen ser ensayos $$, por lo tanto, es esencial definir QUE variantes TESTEAR a nivel

funcional

'8 La estrategia a elegir en lo experimental dependerd un poco de la variante en si, el
\—l:l— gen, lo reportado y la disponibilidad de hacerlo en el laboratorio

»

4
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* Maria Inés Pérez Millan
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* Augusto Chaves Murriello
* Lucia Iglesias Garcia

* Gonzalo Chirino Felker

Laboratorio de Bioinformatica
IQUIBICEN - FCEN - UBA

* Marcelo Marti

e Jonathan Zaiat

e Federico Olivieri
e Franco Brunello

Department of Human
Genetics
University of Michigan

UNIVERSITY OF
MICHIGAN

* Sally Camper Lab
-Michelle Brinkmeier
-Amanda Winningham

e Jacob Kitzman
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L Hosp:lal de Pediatria

%§' 2

POSADAS 7 s0% wArintuoovica g é

L2 Pata - Bumsos Ares - Argastna hospnal de nmos

i1l
it A
HOSPITAL \\y
ITALIANO
de Buenos Aires FLENI

150 aiios de rida

Hospital de Pediatria "Prof. Dr. J. P. Garrahan" - Servicio de
Endocrinologia

Alicia Belgorosky - Marta Ciaccio - Isabel Di Palma - R Marifio - P
Ramirez - N Pérez Garrido - Elisa Vaiani

Hospital de Nifios R. Gutiérrez - CEDIE
Ignacio Bergada - Débora Braslavsky - Ana Keselman

Hospital Nacional Profesor Alejandro Posadas, Servicio de
Endocrinologia Pediatrica

Verénica Forclaz - Gabriela Benzrihen - Silvia D'Amato S “Gabriela
Rojas

Hospital de Nifios de la Santisima Trinidad Universidad
Nacional de Cérdoba
Mirta Miras

Hospital Italiano, Servicio de Endocrinologia Pediatrica
Alonso Guillermo

Hospital General de Nifios Pedro de Elizalde, Buenos Aires
Figueroa Veronica

Laboratorio de Investigaciones Aplicadas a
las Neurociencias LIAN - INEU -CONICET

e Santiago Miriuka
e Lucia Moro

e Ariel Waisman

e Guadalupe Amin
e Sheila Castaneda

@ Fleni

CONICET

Sy

Hospital Materno Infantil Dr Hector Quintana, Jujuy
Arias Cau C

Hospital Militar Central
Susana Mallea Gil - Laura Latorre - Carolina Ballarino

Hospital Sor Maria Ludovica
Analia Morin

FLENI, Débora Katz
Hospital Durand, Mirtha Guitelman




Nuestro grupo de trabajo 5] A

Laboratorio de Genética Molecular en Endocrinologia = :°;'e"y°'“'E)(A(:'|'AS

~

E I ]

Maria Inés Pérez Millan
Sebastidn Vishnopolska
Lucia Candela Iglesias
Augusto Chaves Murriello

| Gonzalo Tomds Chirino Felker




