i Identiticacion de
nuevos genes implicados en |a
epileptogénesis

Objetivo del proyecto

El proyecto pretende la Identificacién de nuevos genes implicados en la epileptogénesis, con un enfoque
traslacional partiendo de un modelo experimental de epilepsia. Busca identificar y validar genes implicados en
la epilepsia mediante un enfoque multidisciplinar. Para ello, se secuencia el exoma completo del modelo
experimental de epilepsia audiégena de origen genético propio de la Universidad de Salamanca, el hamster
GASH/Sal (acrénimo de: genetic audiogenic seizures hamster, Salamanca). Este modelo es altamente relevante
por sus similitudes electrofisiolégicas, moleculares y farmacolégicas con la epilepsia humana. Los genes
identificados se validan mediante herramientas bioinforméticas para predecir el impacto de sus mutaciones en
la funcién proteica y en las redes metabdlicas. Posteriormente, se analizard su expresién en tejidos
epileptégenos humanos mediante RT-qPCR e inmunohistoquimica. Finalmente, los resultados obtenidos en el
modelo GASH/Sal se comparan con los de pacientes con epilepsia para mejorar los paneles de diagnéstico y la
prediccién de manifestaciones clinicas.
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Justificacion del proyecto

La epilepsia es un trastorno neurolégico que afecta
a aproximadamente 50 millones de personas en el
mundo, sin embargo, los factores de riesgo
genéticos subyacentes a la epilepsia permanecen
sin aclarar. Se estima que mas de la mitad de las
epilepsias  tienen una base genética. El
descubrimiento de genes asociados a la epilepsia,
excluyendo aquellos implicados en trastornos
metabdlicos y discapacidad intelectual que pueden
presentar alta prevalencia de epilepsia, ha
aumentado exponencialmente en la Ultima década,
debido fundamentalmente a las tecnologias
innovadoras de bajo costo para la secuenciacion
masiva de ADN, como la tecnologia WES (del inglés,
secuenciacién del exoma completo), que ha hecho
posible la identificacion de numerosas alteraciones
genéticas. Sin embargo, los resultados de la WES se
filtran mediante programas bioinforméaticos que se
centran en la deteccion de variantes génicas
previamente conocidas en la epilepsia, sin tener en
cuenta mutaciones relevantes desconocidas en su
patogenia. Por ello, es fundamental identificar
nuevas variantes genéticas y descubrir los efectos
de estas mutaciones. La comprensién de los
mecanismos complejos que subyacen a la
epileptogénesis no se puede adquirir por completo
en estudios clinicos con humanos y, por lo tanto, el
uso de modelos animales de epilepsia es crucial.
Modelos de convulsiones audiogénicas, que son
genéticamente  susceptibles a  convulsiones
inducidas por sonido, han contribuido al
conocimiento de esta enfermedad. En particular, el
modelo  GASH/Sal, una cepa de hamster
desarrollada en la Universidad de Salamanca,
exhibe una epilepsia audiogénica de origen
genético, similar a las convulsiones ténico-clénicas
humanas, muestra una herencia autosémica
recesiva para la susceptibilidad a las convulsiones, y
ya ha sido validado en aspectos conductuales,
electroencefalogréficos y farmacoldgicos.

La gran cantidad de variantes genéticas detectadas
en el GASH/Sal mediante el anélisis nos ha
permitido identificar mutaciones génicas de
moderado y alto impacto que podrian estar
relacionadas con la epilepsia, por lo que podriamos
usarlas como filtro en el programa de anélisis
bioinformético del WES para conocer su presencia,
0 no, en los pacientes epilépticos.

Una vez identificadas las variantes de interés, hemos
evaluado la implicacion de cada variante genética
en la susceptibilidad a las convulsiones. En este
sentido, mediante el empleo de numerosos
programas bioinforméticos hemos evaluado los
potenciales efectos funcionales de una determinada
mutacidn. En concreto, hemos anotado las variantes

presentes en el modelo GASH/Sal mediante el
predictor SnpEff y posteriormente hemos filtrado y
seleccionado con SnpSift aquellas mutaciones (SNP
e INDELs) en homocigosis que presumiblemente
tienen un impacto alto y moderado en el modelo de
epilepsia. Posteriormente, se ha evaluado el efecto
de las variantes de moderado impacto sobre la
funcionalidad de la proteina (conservacién
evolutiva) y sobre la estabilidad de la proteina. Para
ello  hemos utilizado numerosos programas
bioinforméticos, a saber, Siftdg, PROVEAN,
MutPred2, JanusDDG, INPS_MD, DDGEmb, FoldX5,
Dynamut2, Rosetta y PremPS.
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epilepsy susceptibility GASH/Sal
Descripcién metodoldgica para la seleccion de SNPs e INDELs con
posible impacto en el fenotipo epiléptico. Se secuencié un modelo
genético animal de epilepsia, se aplicé un conjunto de filtros (GO:
Biological Process) dirigidos a vias de sefializacién con relevancia
conocida en epilepsia, ademas de estar en homocigosis y
predichas con impacto moderado o alto. La lista de SNPs e INDELs
candidatos se someti a analisis de prediccion estructural y
funcional y finalmente se comparé directamente o mediante
interaccion (STRING) con los genes de susceptibilidad descritos
por la ILAE. Abreviaturas: GASH/Sal: genetic audiogenic seizures,
Salamanca; ILAE: Liga internacional contra la epilepsia; SNPs:
polimorfismos de un Gnico nucleétido; INDELs: insercién o
delecion de nucledtidos en el ADN
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