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1. Una enfermedad no tan rara
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Frecuencia de la AME [*

Enfermedad neuromuscular.

Frecuencia de portador: 1/40 —1/60 (1 milldn
en Espafia).

1.500 familias conocidas en Espafia 'y 100
nuevos casos al afo.

1/6.000 — 1/10.000 nacimientos.

-

Enfermedad Rara

éQué es una enfermedad rara?

Instituto de Investigacion de Enfermedades Raras
(Instituto de Salud Carlos 1ll)

Las Enfermedades Raras, incluidas las de origen genético, son
aquellas enfermedades con peligro de muerte o de invalidez
crénica, que tienen una frecuencia (prevalencia) baja, menor de
5 casos por cada 10.000 habitantes en la comunidad (1/2.000),
segun la definicion de la Unidn Europea.

Medicamento rentable farmacéuticamente

Aquel medicamento que puede aplicarse a
enfermedades con mas de 5 casos por cada
10.000 habitantes en la comunidad (1/2.000).




Tipo

Tipol —
Severa
(Werdnig-
Hoffmann,
AME aguda o
infantil)

Tipo Il -
Intermedia
(Werdnig-
Hoffmann
benigna)

Tipo lll -
Juvenil
(Kugelberg-
Welander)

IV - Adulta

Inicio
In utero —
6 meses

6 meses —
3 afios

1-15
afios

30 afios

Tipos de AME

Curso

* A menudo debilidad extrema en el nacimiento, requiriendo
soporte respiratorio e intubacion.

* Falta de movimiento normal y de desarrollo motor.

* Implicacion respitatoria y bulbar.

* Fasciculacion de la lengua.

* Pobre control de la cabeza

* No se pueden sentar sin ayuda.

* Es importante el diagndstico precoz y el tratamiento de las
infecciones respiratorias

* Debilidad de los musculos esqueléticos.

* No se mantienen en pie ni pueden andar sin ayuda.

* Pueden desarrollar fasciculaciones en la lengua y manos.
* Pueden desarrollar escoliosis y contracturas en las
articulaciones.

* Pueden requerir soporte respiratorio en algin momento.

* Debilidad general de musculos esqueléticos.

* Caminan sin ayuda durante un tiempo.

* Requieren silla de ruedas antes de los 30 afios.

* Pueden desarrollar escoliosis, contracturas y fasciculacion
en las manos.

Variable

Pronéstico

* La causa mds comun de
muerte neonatal por
enfermedad genética.

* Esperanza de vida hasta 3
afos.

* Pronostico mejor.

* Frecuentemente tienen
vidas normales, llegando a
la edad adulta.

* La esperanza de vida
normalmente no se ve
afectada.

* A veces estabilizacion
durante afos.

Variable

DIALOGOS CON AXEL

Otros sintomas de la enfermedad

DIALOGOS CON AXEL 4

Didlogos con Axel

José Antonio Fortuny

Dialogos

con

Axel

W A

José Antonio Fortuny

Alex (http www.adétado es

Didlogos con Axel. Cuando seamos inmortales
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http://www.adaptado.es/
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La Atrofia Muscular Espinal

2. Caracteristicas a nivel molecular

Genes ligados a la AME
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Complejo SMIN

* Localizacion: Nucleo y citoplasma.
* SMN: 38 kD - 294 aas.
* Gemin2 (Sip1), ribonucleoproteinas Sm.

! Gemin2
Gemin2 A [ \eminal domain

C-erminal domain

Gemin2 N

N-terminal tail

Compartido con SPF30

:l Self-association

Sm binding
GEMIN2 binding

Sitiode uniéna  Serinas

" i Serinas
N-acetil SIP1/GEMIN2  fosforilables

alanina  fosforilables

MAMSSGGSGGGVPEQEDSVLFRRGTGQSDDSDIWDDTALIKAYDKAVASFKHALKNGDICETSGKPKTTPKRKPAKKN

Dominio Tudor

N
KSQKKNTAASLQQWKVGDKCSAIWSEDGCIYPATIASIDFKRETCVVVYTGYGNREEQNLSDLLSPICEVANNIEQNAQE
Poli-Pro

NENESQVSTDESENSRSPGNKSDNIKPKSAPWNSFLPPPPPMPGPRLGPGKPGLKFNGPPPPPPPPPPHLLSCWLPPF
Poli-Pro Sitiode unién a SM B Requerido para interaccién con SYNCRIP
—t~~

PSGPPIIPPPPPICPDSLDDADALGSMLISWYMSGYHTGYYMGFRQNQKEGRCSHSLN
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Funcion especifica en neuronas

granulaciones
NEUROMUSCULAR JUNCTION

nacleo F Schwann cell
celular myelin membranes

cuerpo

celular
synaptic knob

dendritas

synaptic vesicles

neurotransmitters

sarcoplasm
raticulum

T-tubul

NEURONA

ramificaciones
nerviosas

e

Nicholas Owen et al. HMG (2000)
These ascomycetes are not closely

chizosaccharomyces [EewEsSiWurteI Saccharomyces

protein sequence comparisons have CereViSiae
shown that Schizosaccharomyces
pombe is as distant from
Saccharomyces cerevisiae as it is
from mammals (32). Approximately
40% of fission yeast genes contain
introns, nearly half with more than
one, unlike S.cerevisiae genes, which
rarely have introns (33,34). The
Schizosaccharomyces pombe gene
structure is more similar to that of
vertebrate genes than to that of
Saccharomyces cerevisiae.
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Objetivos

* Comprobar la relacion SMN/NIG (n2 de intrones por gen).

Aspergillus  fumigatus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Candida dubliniensis, Candida glabrata, Cryptococcus gattii,
Cryptococcus neoformans, Debaryomyces hansenii, Encephalitozoon cuniculi, Encephalitozoon intestinalis, Eremothecium gossypii,
Gibberella zeae, Kluyveromyces lactis, Lachancea thermotolerans, Magnaporthe grisea, Neurospora crassa, Pichia pastoris, Pichia
stipitis, Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Ustilago maydis, Yarrowia lipolytica, Zygosaccharomyces rouxii.

* Descubrir motivos de secuencia relacionados con la funcién de SMN en
las neuronas.

Resultados

1. Busqueda de homoélogos
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Busqueda de similitud

Compara una secuencia problema con un conjunto de ellas,
por medio de un algoritmo implementado en un programa
bioinformatico y genera una serie de alineamientos locales

puntuados.
Algoritmo Secuencia
,’ problema

Base de
Datos

Alineamientos

Alineamiento de dos secuencias
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Alineamiento par (vertebrados)

MAM33GG3GGGVPEQEDSVLFRRGTGQSDDSOTWDDTALIKAY DKAVASFKHALENGDIC 60 O 7 SMN_HUMAN
MAMGSGGRG---SEQEDTVLFRRGTGQSDDSOTWDDTALIKAY DKAVASFKHALENGDIC 80 SMN_MOUSE

[ BT T T

ETSGKPKT TPKRKPAKKNKSQKENTARST.OOWKVGDKCSATWSEDGCT YPATTASIDFER ) 7 SMN_HUMAN
ETPDKPKGTARRKPAKKNKSQKENATT PLEQWKVGDKCSAVWSEDGCIYPATITSIDFER 7 SMN_MOUSE
B KRR R s AERRRARARRARR 1 RIRRRRRRRARR RRARRRRERR AR AR AR

CVVVYIGYGNREEQNLSDLLS PICEVANNIEQNAQENENE SGVSTDE SENSRSPGNES ) 7 SMN_HUMREN
E]'._v‘wWTIaYaNREEJLSDLLSFI”EwlNS]'Ek,NI"'ENE——S JVSTDDSEHSSRSLRSK b SMN_MOUSE
P R P MEkwEk kA

DNIKPKSAPWNSFLPPPPPMPGPRLE PGKPGLKFNGPPPPPPPPPPHLLSCWLPPFPSGE | 2 SMN_HUMRN

AHSP’SKAAFIWSFLEFPPF}’P.:S GLGPGKPGLKFNGFFFFFPLEFFFFLPCWMPFFPSGE SMN_MOUSE
R L T T T T T -

TGYYMGFRQNQEEGRCSHSIN 29 J 7 SMN_HUMAN
TGYYMGFRQNEEEGKCSHIN- 28 SMN_MOUSE
B

GWFEQEDSVLFRRGIGQSDDSCIWDDTALIKRYDEAVASFKHALENGDIC
AEDWT’"R:;]‘ QSDDSCINDDTALIKAYDKAVASFENALKGEDG
P

ETSGKPKTT PKREPAKENKSQKENT. LQOWEVGDKCSAIWSEDGCIYPATIASIDFKR
T PQENDN PGEERENNEKNKSRERCHAL P DKERQVGDSCYAFWSEDGNLYTATITSVDQEK
Bk RRkEE Ry kR piRiRER % RpEaihE gk hkE#

. ivoa:

ETCVVVYTGYGNREEQNLSDLLS PICEVANNIEQNAQENENE SQVSTDESENSRSEGNES
GICVVEYTDYGNEEEQNLSDLLT. EPE‘]}’DE ]AL[‘TANV[’EIE 5--5TEESDRSFTP-QKS

TR : : DopkLEE wEpmRn % ok oww

DNIKFKSAFWNSFLEPFPPMPGPRLGFGKPGLKFNGEFFFEFFFPPIHLLSCWLFFFFSGE
GHAKHKSK-SNFEMGPESWFPSFE PG PEPPPPHFKKMDGRRGEGPGESFPGWPEMIPLGE
D% Ak % ;o k&, ok F P T

PIIPPPPEICPDSLDDADALGSML I SWYMSGYHTGYYMGFRQNQKEGRCSHSLN-—
PMIPEPPEMSPDFGEDDEALGSML I SWYMSGYHT aYﬂ’aLRQSRFEAAASWS HRK
JRPITIFIFIF I FFFRNIY PP A——. .

MAMSS5GGSGGGVPEQEDSVLFRRGTGY)! ¥ % 4] GDIC [ SMN_HUMAN
MEY Q93365_CREEL

ETSGKPKITPKRK QEKNTAASLQQWKVEDKCSAIWSEDG——~CIYPATIASID- 7 SM_HUMAN
KNETSAKITSRKFKGEDGK-————----] MY TWEVGGKCMAPYEENGEVTIDYPATIDT IGG 5 Q93365_CAEEL
S oELrn L% s KRER R B o ok KrErE ow

FKRETCVVVYTGYGNREEQNLSDLLSPICEVANNIEQNAQENENESQVSTDESENSRS PG Q1663 SMN_HUMAN
ADNLEVGVI FIYYGEQAVVQMKDLWLNEEAT ADAVEAENDLQKTKKI STVNSVAHSNS -— ) I (93365_CREEL
. wx_: e t4: o1z oz . z.r. sk

NKSOHNIKPKSAPWNSFLPPPPPMPGPRLGPGKPGLKFNGPPPPPPPPPPHLLSCWLEPFP 7 7 SMIN_HUMAN
KSTSSAPNTSMPFPSFAPPVEEN Q93365_CAEEL
5 %z Kk k% k%

SGPPIIPFPPPICPDSLDDADALGSMLIJWYMSGYHTGYYMGFROQNQKEGRCSHSLN 294 SMN_HUMAN
MMQEERMNSMLMIWYMSGY ]'a‘[‘[,,ALAD"‘PN'\FQN Q83365_CREEL

AT B

MAMSSGGSGEGVPEQEDSVLFRRGIGRSDDSCIWDDTALIKRYDKAVASFRKHALENGDIC SMN_HUMRN
M

D“S“E’E VWDDSE _.RNAFEIALHEFWYHS— I SMNT_SC‘HFC-
hhE g

ETSGKPKTTPERKPAKKNKSQKENT. LQUWEVEDKCSAIWSEDGCIYPATIASIDFER 2 7 SMN_HUMAN
EAKGGVSDPDSRLDGEKLI 1 SMN1_SCHEO
we * -

ETCVVVYTIGYGHNREEQNLSDLLSPICEVANNIEQNAQENENE SQVSTDESENSRSPGNES SMN_HUMRN
AARTEESISKLEEGEQMINQUTETTLEGDTH IQQFADNKGLSDEKFETR- SMM1_SCHPO
NS PEL P EEE N O R O PO I

DNIKPKSAPWNSFLPPPPPMPGPRLGEGKPGLKFNGPPFPPPPFPPHLLSCWLPPFPSGP ) 7 SMN_HUMAN
AAEIH“EWE WEFFIRG 117 SMM1_SCHPO
. Lk kREr #

PIIPPEPPICPDSLDDADALGSML]SWYMSGY] IaYY}’aFRwN"FEaR"SHSLN 294 SMN_HUMAN
- ~LTYDETYKKLIN K A1 152 SMN1_SCHPO

* e ..
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Blast reciproco

Doble blast utilizado para buscar ortélogos.

Secuencia del
genoma A (S. pombe)

Secuencias del
genoma B
(otro hongo)

iOrt6logo encontrado! Secuencia 2° BlastP
de partida

Mejor alineamiento

Ortologos encontrados

Organism Identifier %ldentity E-value Length (aas.)
S.pombe Q09808 100% 0] 152
A.nidulans C8Vv942 25% le-10 206
G.Zeae A2QHQ5 30% 5e-12 147
A.Niger XP_384567 28% 6e-07 152
. M.grisea A4QYl6 PI 4e-05 167
A.Fumigatus Q4WNN4 27% 5e-11 171
" N.crassa Q7RY22 33% Se-11 149
Y.lipolytica Q6C798 27% = 126
S.pombe 094519 100% 0] 311
C.neoformans Q5KKF2 22% 5e-10 229
C.gatti E6R314 22% 8e-08 250
A.nidulans C8VBI7 31% 1e-13 289
A.niger A2QX86 30% le-19 291
G.zeae XP_388559 27% 2e-09 279
A.fumigatus Q4WMGS8 29% 2e-17 297
N.Crassa Q7s6P1 26% 3e-15 370
U.maydis Q4P543 20% 2e-05 247

10
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Un caso especial: Gibberella zeae

GEME TD: 2
(10 or fTewe

Score = 48,9 bits (115), Expect = 92-10, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 21/35 (60%), Positives = 27/35 (77%), Gaps = 0/35 (0%)

Query 2 DOSOKEVWDDSELRMAFETALHEFKKYHSIEAKGG 36
. + + +EVWDDS L MN++ AL E+KKYHSI AKGG
shjct 7 MLTHEEVWDDSALINSWNEALOQEYKKYHSIHAKGG 41

Un caso especial: Gibberella zeae

5'3' Frame 1
MSKKQENLTHENSWNEALQEYKKYHSIHAKGGSVRDLELQNKAEIEAEPES
EQPQVTETEESVLA AEENKISPSRNEAKESTPSQSQGVPAFPIQTVLGSGKSPVASV
HFSRNSSCLGIMLATTQGCMKVNNKLSRSTRLKRRNNSISILPLKHGRAVAINQRGCERH
EFGHGFSVDQLPLMRRPKVEIAVCSGQFGSLNGLILPSTSSIAASFQFWYSNRLKRS -

5'3' Frame 2
CRKSKRT-HTRRCGMTLPSLIHGMKHYRSTRNITAYTQRAEVYETSSFRIRPR-RQSPSL
NNLK-RKQRRVFWLOKRRRKIRSLRHGTKPRNLHRRNLKVSLLFRYRLSWVLASPLLPLS
TSQETPHVLVLCWLLHRVV-R-TTSSAEARVLSEETTV-AYYP-NTEGR-PSTNVAVSAM
SLDMGSRSTSCR-CDDPRLRLPFARDNLEA-TA-YCPVPRQ-QQASSSGIAIGSSGR

5'3' Frame 3
VEKARELNTRGGVG-LCPH-FME-SITGVQEISQHTRKGRKCTRPRASE-GRDRGRARV-
TTSSNGNR! GFRKGGGK-DLSVTERSQGIYTVAISRCPCFSDTDCPGFWQVPCCLCP
CYYTGLYEGEQQAQQKHAS-AKKQQYKHITLETRKGGSHQPTWL-AP-
VWTWVLGRPVAVDATTQG-DCRLLGTIWKLKRLDIAQYLVNSSKLPVLV-Q-AQAVV

11
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Alineamiento multiple
de los 8 ortélogos encontrados

Dominios y motivos conservados

Binding to Sipl Tudor domain

Vertebrates } |

Invertebrates

Fungi |
~

T WDDxxl

12
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Resultados

2. Calculo del nimero de intrones por gen

Other Features

Base range:

ab
2
3
4
5
6
2
=]
=)

foreach my §F(BF) {
order(U43876.1:575..762,U43877.1:1.. #print :
U43881.1:1.251,U43882.1:1.244,1..12 10 chomp §F;
11 open FICHERO, §F
SMN 12 (@fichero) =<FICHERO>;
. 13 my §
join(U43876.1:575..688,U43877.1:104. 14 foreach
U43880.1:69.221,U43881.1:103..198 | 1 5 chomp § :
16 §fichero
3
survival motar neurcn Bfichero=();
while (§$fichero=~ /
spinal muscular attophy gene; cONA s220  {

SMN

21 #
join{U43876.1:608.688,U43877.1:104. 5
U43880.1:69.221,U43881.1:103..198,l 23
. g if $secu=~/,
SMN

survival motor neuron

spinal muscular atrophy gene

31 §fraccion=§total/§cds;
MAMS5GGSGGGVPEAEDSVLFRRGTGOSDD: 32 foreach jcomas (sort {fa<=>$b} keys scue
QKKNTAASLQQWEVGDECSATWSEDGCTYP2 33 print he
NESQVSTDESENSRSPGIUESDNIKPESAPWDN 34 print ;
PITPPPPPICPDSLDDADALGSMLISWYMS(3S print

13
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SMN y SPF30 se relacionan
con el n2 de intrones

6303 6032 2677 2371 2216 1943 1934 1697 09 0J6 0441 0171 0,116 0076 0065 006 0058 0056 0035 0033 0026 0008 0007

accus gattii

Magnaporihe grisea

Schizosa

[Eypiococcus neoformans

SMN y SPF30 se relacionan
con el n? de intrones

6303 6032 2677 2371 2216 1943 1934 1697 09 0J6 0441 0171 0,116 0076 0065 006 0058 0056 0035 0033 0026 0008 0007

spergillus niger

[ B = RO I IR
|
I — — -

[Eypiococcus neoformans
Schizosa

14
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Resultados

3. Pero entonces: ¢tienen axones los hongos?

® Smn

Levaduras Filamentosos Dlmo'rflt:uSJ | e

T t 1

B 1<nG <ot
I O nve<o0n

A Spf30

L C
thermotolorans 5 glabrata "¢

Touxii
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Filogenia de los hongos

developing sterile hyphae

meiotic

ascl  mature asci

E

intestinall
tostinalis "¢

2 5

cuniculi o - T 4 )\ o \ ‘ be neoformans

Busqueda automatica de ortdlogos

-

Fichero )
Multi-FASTA

Psi-Blast iterativos
contra UniProt

Psi-Blast iterativos
contra EST
A S
Multi-FASTA ./ Psi-Blast iterativos
ampliado ~ contra UniProt

_ Em

19/02/2012
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Trabajo Actual

* Construccidn de un programa que automatice la busqueda de ortélogos
(valido también para otras enfermedades).

echinatior, Aedes aegypti, Ailuropoda melanoleuca, Ajellomyces capsulata, Ajellomyces dermatitidis, Albugo laibachi, Anolis carolinensis,
um, Arthrodema otae, Aspergillus clavatus, Aspergillus flavus, Aspergillus terreus, Batrachochytrium dendrobatidis, Bos taurus, Botryotinia fuckeliana, Caenothabdits
0 s elegans, Caenothabdits remanei, Calithrix jacchus, Camponotus floridanus, Canis familiaris, Capsaspora owczarzaki, Chaetomium globosum, Chaetomium thermophilum.

osadasi, Colletotrichum graminicola, Coprinopsis cinerea, Culex quinquefasciatus, Danio rerio, Daphnia pulex, Dictyostelium discoideum, Drosophila ananassae, Drosophila erect

udoobscura, Drosophila simulans, Drosophila viilis, Drosophia willistoni, Drosophila

Anopheles darlingi, Anopheles gambiae, Arthroderma
nneri,

phila phila melanogaster, Drosophila mojavensis, Di similis, Drosoj u
Emenclla netiane, Equs caballs, Fells cate, Fundue heterodis, s gallus ina morsitans, Grosmannia clavigera, Harpegnathos saltator, Homo sapiens, Hypocrea jecorina,
alurus furcatu ph; Jans. Machca miiata, Magnaporthe oryzas, Me(arizium acrdum. Metarhisum robertsi, Monodelphis domestca, Monbaga brévicolie
Mus mu: o torya fischeri, Neosartorya fumigata, Neurospora crassa, Neurospora tetrasperma, Nomascus leucogenys, Ornithorhynchus anatinus, Oryctolagus
a sativa, Pa Penicillium chrysogenum, Penicillium marneffei, Phaeosphaeria nodorum, Polysphondyium pallidum, Pongo abelii, Pyrenophora teres,
hizosaccharomyces pombe, Sclerotinia sclerotiorum,

Schizophyllum commune, Schizosaccharomyces japonicus,

almo salar, Salpingoeca sp.
Tetraodon nigroviridis, Trichinella spiralis, Trichomonas vaginali

Serpula lacrymans, Sclenupsvs invicta, a m ora, Sus scrofa, Takifugu rubripes, Talaromyces stipitatu
Trchophyion rubrum. Trchophylon (onSurans. THichophyton veruGosum. Thber MEIAN0spor, Xenops asvie, Xenopus LopIcals, Yaowa Ipolyica

* Buscar otras proteinas que se unan a SMN y “mapear” secuencias,

Trichophyton equinum,

* Corroborar nuestros resultados: por ejemplo, con el reino Protistal -

Carlos
Martin
Guevara

Gene

Corredera

Fungal Smn and Spf30 homologues are mainly present in filamentous fungi and
genomes with many introns: Implications for spinal muscular atrophy

Pablo Mier, Antanio J. Pérez-Pulid

Pablo Mier
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