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Sindrome de Rubinstein-Taybi SRT

El sindrome de Rubinstein-Taybi (SRT) es un desorden genético multisistémico que afecta porigual
a hombre y mujeres. Se trata de un sindrome con variabilidad en su expresion clinica.

Su incidencia en la poblacidon general es dificil de conocer, ya que muchos casos pueden estar
sin identificar o mal diagnosticados, pero su frecuencia se estima en alrededor de 1 caso por
cada 100.000 o 125.000 nacimientos.

Se caracteriza por la presencia de pulgares anchos en manos y pies, anomalias faciales, retraso
del crecimiento y discapacidad intelectual que puede variar de moderada a severa. Ofros
rasgos incluyen: microcefalia (cabeza pequena), cejas muy arqueadas, pestanas largas, ojos de
inclinacion descendente, perfil nasal convexo, paladar ojival, mandibula pequena (micrognatial).
Otros rasgos fisicos que se pueden presentar incluyen anomalias oculares (obstruccién del
conducto nasolacrimal, glaucoma congénito, errores de refraccién), una serie de anomalias
cardiacas congénitas, hipermovilidad en las articulaciones y anomalias cutdneas (en concreto,
formacion de queloides). Ademds, con frecuencia se observan dificultades en la alimentacion
en el periodo neonatal, y las infecciones respiratorias son muy habituales en la primera infancia y
en la ninez. El estrenimiento suele ser un problema a lo largo de toda su vida y los pacientes
pueden sufrir sobrepeso al final de la infancia o al principio de la pubertad. Durante la ninez, los
pacientes presentan excelentes habilidades sociales. En la edad adulta, los cambios repentinos
de humor y el comportamiento obsesivo-compulsivo se hacen cada vez mds frecuentes.

¢ Cudles son las causas del sindrome de Rubinstein-Taybi?

El SRT es un frastorno autosémico dominante en el que la mayor parte de los casos son
esporddicos y ocurren debido a mutaciones de novo, es decir, que no estaban presentes en los
padres. Se han descrito dos genes relacionados con este sindrome: el gen CREBBP, ubicado en el
cromosoma 16p13.3, vy el gen EP300, que se localiza en el cromosoma 22913.2.

En el 50-60% de los casos el SRT estd causado por mutaciones en el gen CREBBP (STR 1, OMIM
#180849), y en el 5-8% de los casos en el EP300 (SRT 2, OMIM #613684).

. Como se diagnostica?

El diagndstico del SRT es esencialmente clinico y se basa en la presencia de pulgares anchos y
angulados en manos y pies, caracteristica tipica del SRT, asi como la presencia de rasgos
dismarficos tipicos y problemas médicos tempranos como reflujo gastroesofdgico o infecciones
recurrentes. Mientras que algunos ninos son diagnosticados al nacer debido a la severidad de los
sinfomas, ofros tienen manifestaciones mds leves y pueden no ser diagnosticados hasta la
adolescencia o incluso quedar sin diagndstico.

El andlisis genético de CREBBP y EP300 confirma el diagndstico clinico en aproximadamente el
65% de los casos, mientras que el otro 35% sigue sin fener un diagndstico genético.



Manejo y tratamiento

El tratamiento es principalmente sinftomdtico. Son necesarios programas educativos
especializados, enfocados en el desarrollo psicomotor y la logopedia tempranos.




UDM

¢ Quiénes somos?

La Unidad de Diagndstico Molecular (UDM) empezo su actividad en 2009. Desde entonces lleva
a cabo el diagnéstico genético de enfermedades raras y cdncer hereditario, asi como pruebas
de farmacogenética que permiten determinar la respuesta que un individuo va a tener a
determinados faGrmacos.

Nuestro grupo tiene una amplia experiencia en genética clinica y hemos trabajado en fres dreas
de investigacion: enfermedades raras, especialmente enfocadas a las que conllevan
discapacidad intelectual (Dl), biomarcadores en cdncer y diagndstico genético prenatal no
invasivo (como participante del proyecto europeo “A New GEnetic LABoratory for non-invasive
prenatal diagnosis (ANGELab)"”, con una dotacion de 11M€).

La Unidad cuenta con un equipo multidisciplinar formado por doctoras en varias dreas de
Ciencias de la Salud (Genética, Biologia Celular y Molecular, Bioguimica y Biomedicina), con una
importante trayectoria de investigacion y amplia experiencia en el diagndstico molecular, lo que
les otorga las aptitudes necesarias para el desempeno de sus tareas.

Proyectos de investigacion

Nuestro grupo también ha participado en otros proyectos de investigacion financiados por
diferentes organizaciones, como son:

¢ A New Genetic Laboratory for Non-Invasive Prenatal Diagnosis (ANGELAB). Proyecto de 4
anos (01/10/2012 - 30/09/2016), financiado por la Unidon Europea, dentro del VII Framework
Programme y dotado con 11.000.000 € (Cuantia subproyecto a nuestro grupo: 1.200.000 €).

e Andlisis de los biomarcadores SEPT? y ALX4 en individuos susceptibles de cribado de
cdancer colorrectal. Proyecto de un ano (02/01/2011 - 02/01/2012), financiado por la AECC
con 16.000 €.

e Desarrollo de un sistema de deteccion de mutaciones mds relevantes en cdncer
colorrectal en muestras de origen fecal. Proyecto de un ano (01/01/2010 - 01/01/2011),
financiado por Fundacion Rioja Salud con 4.000€.

e Acuerdo de colaboracidén con Asociacién Espanola de Sindrome de Rubinstein-Taybi
(AESRT).

e Proyecto de investigacion para el estudio de mecanismos epigenéticos y moleculares en
Rubinstein-Taybi financiado por Jose Sdenz SL. Donacién de 1€ por par de calzado
vendido.



Colaboraciones

Ademds, nuestro grupo colabora con diferentes entidades y grupos nacionales e internacionales:

Nuestra unidad colabora con la
Asociacion Espaiiola de Sindrome
de Rubinstein-Taybi (AESRT) y
con diferentes hospitales, nacionales e
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Prof. Raoul Hennekam del
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Dr. Isidro Sanchez-Garda, del
Instituto de Biologia Molecular y
Celular del Cancer (IBMCC), CSIC/
Universidad de Salamanca, en
Sindrome de Rubinstein-Taybi.

Dr. Vincenzo Salpietro del Department

of Molecular Neuroscience, Institute of

Neurology, London, en el estudio de lo
ataxia episodica familiar.
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Hospital Universitario Puerta del Mar

Dr. Luis M. Valor, del Hospital
Puerta del Mar, Cadiz, en Sindrome de
Rubinstein-Taybi.




Publicaciones

Nuestro grupo ha publicado varios articulos en revistas cientificas de alto impacto:
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UDM en el mundo

Los resultados obtenidos en las investigaciones del grupo se han difundido en diferentes
congresos nacionales e internacionales del dmbito de la genética mediante exposiciones orales
y/o presentacién de pdster:
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Nuestro proyecto

. Qué queremos hacer?

Mediante la colaboracion con la Asociaciéon Espanola de Sindrome de Rubinstein-Taybi (AESRT) y
con diferentes hospitales, en nuestra Unidad se han estudiado 74 pacientes con sospecha clinica
de SRT:

e Se han completado las historias clinicas, con una descripcion detallada de los fenotipos
(caracteristicas fisicas) y se han recogido los consentimientos informados necesarios para
el estudio, la toma de imdgenes y publicacién de resultados en revistas cientificas.

e Se ha llevado a cabo el procedimiento estandarizado para el diagndstico molecular de
estos pacientes, que incluye pruebas tales como MLPA, secuenciacidn masiva,
secuenciacion Sanger y WES (Whole Exome Sequencing).

Gracias a los estudios realizados, se ha podido dar un diagndstico genético a 55 de los 74
pacientes estudiados (74%). En 46 (62.2%) de los casos se confimo el diagndstico de SRT al
encontrarse mutaciones en los genes CREBBP o EP300, mientras que en 9 (12.2%) de los casos se
pudo determinar una causa genética asociada a ofra patologia. En 19 (25.7%) de los pacientes
no se encontraron mutaciones relacionadas con SRT ni otra patologia.

De acuerdo con descripcion previa de SRT, sélo un 65% de los casos se asocian con mutaciones
en CREBBP o EP300 y, no menos relevante, en nuestra poblacién tenemos mds de un 25% de los
casos sin causa molecular conocida que pueda explicar las manifestaciones clinicas de estos
pacientes.
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Patron de mutaciones encontradas en CREBBP en una poblacién de 74 casos con sospecha clinica de SRT.

:Cudles son los objetivos?

La finalidad de este proyecto es ampliar el conocimiento sobre los mecanismos epigenéticos y
moleculares relacionados con SRT, asi como encontrar nuevos genes que puedan estar
asociados con este sindrome. La complejidad de SRT en particular, y de las enfermedades que

cursan con discapacidad intelectual en general, hacen necesaria la infegracion de informacion
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a diferentes niveles para poder no sélo conocer los genes implicados, sino los mecanismos
moleculares concretos que pueden estar modulando la aparicidon de los sintomas y produciendo
el abanico fenotipico tan amplio que existe.

La adquisiciéon de este conocimiento podria permitir mejorar el diagndstico, tanto en precision
como en su aplicacion temprana, pero también ofrecer un prondstico de evolucion que permita
optimizar el manejo y cuidado del paciente. Asimismo, conocer las rutas moleculares concretas
afectadas por la alteracion de CREBBP, EP300 u otros genes por identificar, podria allanar el
camino para encontrar nuevas dianas terapéuticas que proporcionen, al fin, un tratamiento
efectivo contra los sinftomas derivados de este tipo de sindromes.

Proyecto multidisciplinar

Por tanto, desde UDM creemos que una pipeline de investigaciéon que integre todas las
perspectivas moleculares implicadas (gendmica, transcriptémica, protedmica y estudios
funcionales), es la clave para poder dilucidar los mecanismos moleculares que causan una
sinfomatologia concreta.

Para ello, ademds de estudios comparativos de enfermos y controles, este proyecto pretende
generar modelos celulares representativos de SRT en los que llevar a cabo estudios funcionales
que permitan conocer los mecanismos alterados en un tejido diana para este fipo de sindromes
con DlI.

Finalmente, este proyecto pretende también establecer una escala de gravedad fenotipica que
permita objetivar la evaluacion clinica del paciente con sospecha de SRT, de forma que mejore
la precision del diagndéstico basado en caracteristicas fenotipicas de cara al paciente y las
familias, asi como para el estudio de la correlacion genotipo-fenotipo.

Transcrip
témica

IELEH
Terapéuticas

Casos vs
Controles

Estudios f

funcionales

Protedmica

Diagndsticoy
Pronostico

Fenotipo

Pipeline del proyecto Rubinstein-Taybi: integracién de la informacién a diferentes niveles.
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¢ Cudles son los siguientes pasos?

e Determinacion de una escala fenotipica objetiva

e Generacion y conservacion de lineas celulares.

e Reproducir mutaciones caracteristicas de SRT en modelos celulares mediante CRISPR-
Cas9. Generar modelos de sobreexpresion y anulacion de CREBBP y EP300.

Tanto a partir de muestras de sangre de pacientes SRT y controles sanos, como de cultivos
celulares, se realizardn las siguientes tareas:

e Extraccion de DNA y RNA asi como aislamiento de linfocitos.

e FEstudios de expresion: especifico de CREBBP y EP300 asi como perfil general del
franscriptoma para determinar patrones de expresion caracteristicos de SRT y genes
downstream implicados.

e Extraccion de histonas y estudio del estado de acetilacion especifico.

e FEstudios de interaccion e identificacion de genes asociados con perfil epigenético
alterado en SRT.

e Andlisis de proteinas y estudios funcionales.

e Detferminacion de una escala fenotipica objetiva.

e Andlisis, evaluacion y difusion de los resultados.

:Cudl es el plan de trabajo?

Las siguientes fases del proyecto de investigacion se han planificado en un tiempo de 3 anos con
la siguiente distribucién cronolégica de tareas:

ANO 1 ANO 2 ANO 3
12 3 4 5 6 7 8 9 1011 121 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12f1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

_"I"I_ Escala de gravedad fenotipica P — =

de SRT
T2 Generacién y conservacion

modelos celulares
T3 Obtencion de muestras
T4  purificacion histonas y RNA
= E—— —
TS perfil acetilacion histonas
B8 Anaisis de expresion | ] —

CREBBP/EP300
T7  Cuantificacion CBP/p300
T8 Chip-seq
T9  RNA-seq
T10  Bioinformética
=
T11 Resultados y divulgacion

;. Qué resultados esperamos obtener?

Debido a que hay una clara relacion entre los sindromes que cursan con DI y las alteraciones en
el funcionamiento de la maquinaria epigenética, y concretamente en el SRT, con este proyecto
se espera establecer una relacién de este sindrome con algunas modificaciones epigenéticas. La
integracion de toda la informacién obtenida a nivel de genoma, perfiles y regulacién de
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expresion, y protedmica, permitird dilucidar los mecanismos moleculares que derivan en la
patologia, encontrar nuevos genes potencialmente implicados y posibles mecanismos
compensatorios que puedan modular la correlacién genotipo-fenotipo. Por tanto, este proyecto
ayudard a encontrar una explicacion molecular al SRT, con especial interés en el 35% de los
casos que se quedan sin diagndstico molecular. Ademds, permitird encontrar una explicacion a
las variaciones del fenotipo y estandarizar su valoraciéon clinica, lo que facilitard el diagndstico y
prondstico de la enfermedad.

Los resultados obtenidos en este proyecto abrirdn el camino para el diagndstico genético de
otras DI que actualmente continUan sin tener asociado ningln gen en concreto.

Por ofro lado, teniendo en cuenta el cardcter reversible de las modificaciones epigenéticas y
que algunos abordajes terapéuticos estdn enfocados a restaurar los posibles desequilibrios
epigenéticos, los mecanismos que se describan en este trabajo podrian marcar los pasos a seguir
en el descubrimiento de nuevos tfratamientos. El disponer de modelos celulares especificos de SRT
facilitard el estudio de efectividad de estas posibles dianas terapéuticas.

Cabe destacar que las colaboraciones establecidas en este proyecto con entidades nacionales
e internacionales permitirdn establecer redes de trabajo relacionadas, no sélo con el SRT sino
también con ofras enfermedades raras dentro del grupo de enfermedades que cursan con DI.

Con este proyecto se potencia la investigacion traslacional a través de la cooperaciéon entre
hospitales, universidad y centros de investigacion, asi como con las asociaciones de pacientes,
grupos de trabajo en ER,...

El proceso del traslado de los conocimientos de las ciencias bdsicas a la busqueda de las
infervenciones terapéuticas o preventivas eficaces, exige una incesante interacciéon, un
deliberado intercambio de recursos y conocimientos, cuya finalidad es conseguir que los
descubrimientos de las ciencias bdsicas redunden en beneficio de los pacientes. El objetivo es
aplicar con eficiencia el conocimiento de los procesos celulares, moleculares, fisiolégicos,
quimicos o genéticos a la buUsqueda de fratamientos eficaces o de técnicas de prevencion o
diagndstico, con un enfoque que en inglés se resume en la expresién from bench to bed-side (del
laboratorio a la cabecera del enfermo).

. Qué necesitamos?

Para poder llevar a cabo el proyecto de investigacion presentado se necesita financiacion. El
presupuesto estimado para la consecucion de las tareas previstas en 3 anos es el siguiente:
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Descripcion Coste

MATERIAL FUNGIBLE
Cultivos celulares
Lineas, medios y reativos cultivo, material cultivo 8.587,92 €
Edicion del genoma
Plasmidos y reactivos CRISPR/Cas9, primers, cultivo 5.182,80 €
Perfil acetilacion-Western Blot
Geles, membranas, reactivos 8.539,20 €
Estudios de expresion CREBBP/EP300
Primers, Sonda SYBR, placas, reactivos 447210 €
Anticuerpos
Anticuerpos para WB y ChIP, secundarios 13.630,80 €
Extraccion y purificacion histonas y acidos nucleicos
Tubos extraccion, kits purificacion y cuantificacion 4.502,40 €
Cuantificacion CBP/p300
Ensayo ELISA comercial 1.824,00 €
ChIP-seq
Kit inmunoprecipitacion, secuenciacion 5.036,40 €
RNA-seq
GeneChip Assay, software 38.400,00 €
Material general de laboratorio
Puntas, guantes, reactivos, material 5.000,00 €
VIAJES Y DIETAS
Inscripcion y alojamiento congreso internacional 1.500,00 €
OTROS
Publicaciones en revistas cientfficas 3.500,00 €

TOTAL 100.175,62 €

Rioja
Equipo UDM [ B

Elena Dominguez-Garrido

Licenciada en Bioquimica por la Universidad de Zaragoza en 1999 vy licenciada en Ciencias
Quimicas (especialidad Quimica Organica) en 2002 por la Universidad de Zaragoza, obtuvo en
2006 el titulo de Doctor por esta misma Universidad con la defensa de su tesis doctoral sobre
envejecimiento y DNA mitocondrial. Realizé estancias en el IGBMC (Institut de Génétique et de
Biologie Moléculaire et Cellulaire) con el profesor Jean-Louis Mandel, en Strasbourg, y con
Thomas von Zglinicki en la Newcastle University. En 2000 ocup® la direccion técnica del Centro de
Andlisis Genéticos de Zaragoza. En 2008 se incorpordé a Fundacién Rioja Salud, donde es
responsable de la Unidad de Diagndstico Molecular.

Virginia Pérez-Grijalba

En 2008 obtuvo la licenciatura en Bioguimica por la Universidad de Zaragoza, siendo
galardonada con el Premio Grande Covidn de licenciatura. Realizd su tesis doctoral en la misma
universidad, obteniendo el titulo de Doctor en Ciencias Biomédicas y Biotecnoldgicas en 2016
con calificacién de sobresaliente Cum Laude y Premio Extraordinario de Doctorado. Acumula 10
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anos de experiencia en el campo de la investigacion biomédica como responsable de
proyectos de investigaciéon en Araclon Biotech-Grifols. Desde Enero de 2018 forma parte del
equipo investigador de Fundacion Rioja Salud en la Unidad de Diagndstico Molecular.

Alberto Garcia-Oguiza

Licenciado en Medicina y Cirugia por la Universidad de Alcald en 2001, obtuvo el titulo de Mdster
en Enfermedades Lisosomales en 2017. Adjunto de Pediatria con especialidad neuropediatria en
el Hospital San Pedro de Logrono desde 2010, se encuentra realizando su tesis doctoral en el
Programa Oficial de Doctorado en Condicionantes Genéticos, Nutricionales y Ambientales del
Crecimiento y el Desarrollo por la Universidad de Zaragoza.

Jana Aguirre Lambdan

Es licenciada en Bioquimica por la Universidad de Zaragoza desde febrero 2004. Realizd la tesis
doctoral en el Servicio de Genética de la Fundacidén Jiménez Diaz, por la que obtuvo la
calificacién de Sobresaliente Cum Laude en 2009. En octubre de 2010 se unié a la Unidad de
Diagndstico Molecular. Es miembro de la de la Asociacién Espanola de Genética Humana
(AEGH) y de la European Society of Human Genetics (ESHG). Posee la Acreditacion en Genética
Humana desde 2015.
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