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INTRODUCCION

La familia SALL (Spalt-like) de factores de transcripcién del tipo dedo de zinc,
estd conservada desde Caenorhabditis elegans hasta humanos y participa en varios
procesos bioldgicos como son la organogénesis y en el mantenimiento de la
pluripotencia en células madre [1]. Existen cuatro factores homologos de SALL en
humanos (SALL1-4) caracterizados por contener de 4 6 5 dedos de zinc, el primero del
tipo C2HC (mondmero) y los demas pertenecientes al grupo C2H2 (dimeros), y una
region rica en glutamina. Dicha region participa en la interaccion entre proteinas SALL

y en interacciones con otras proteinas [2].

SALL1 es un factor represor de la transcripcion que se localiza en la
heterocromatina pericentromérica [3]. SALL1 puede ejercer su funcién como represor
mediante dos mecanismos. Por un lado, 12 aminoacidos localizados en el extremo N-
terminal interaccionan con el complejo remodelador del nucleosoma y el complejo
histona deacetilasa (NURD); por otro lado, una regién de 2-3 dominios de dedos de zinc
que localiza en heterocromatina [4,5].

El sindrome de Townes-Brocks (TBS) es una enfermedad autosémica dominante
causada por mutaciones en el gen SALL1 que producen una proteina truncada [6]. Todas
las mutaciones descritas hasta el momento son mutaciones sin sentido que dan lugar a
proteinas truncadas y la mayoria se localizan entre la zona rica en glutamina y el primer
dimero de dedos de zinc [7]. Se ha comprobado que ratones knockout mutantes para
SALL1 no reproducen los sintomas de TBS en heterocigosis. Sin embargo, cuando
producen una proteina truncada en heterocigosis recapitulan las anomalias tipicas de la
enfermedad [8]. Por tanto, parece que la enfermedad no se desarrolla por
haploinsuficiencia, sino por la presencia de la proteina truncada que actia como

dominante negativo o como ganancia de funcion.

Aunque los sintomas pueden variar, la enfermedad se caracteriza por la triada de
polidactilia preaxial, orejas displasicas y ano imperforado [9]. Sorprendentemente,
muchos de los sintomas presentes en pacientes de TBS coinciden con aquellos que
definen las ciliopatias en las que la formacion y/o funcion del cilio primario se ven
alteradas [10].



El cilio es un organulo compuesto por microtubulos que surgen de la extension
del centrosoma cuando éste se localiza en la membrana plasmaética [11]. Existen dos
tipos de cilio, el cilio métil y el cilio estatico o primario. De ahora en adelante, me
referiré al cilio primario como cilio. Practicamente todas las células de los mamiferos
son capaces de formar un cilio en fase GO/G1 y su reabsorcién sucede cuando la célula
entra en el ciclo celular. La entrada en fase GO se puede inducir privando a las células
de los nutrientes necesarios reduciendo concentracion de suero en el medio de cultivo.
El cilio es crucial en la deteccidn de sefiales durante el desarrollo y en la homeostasis
tisular. Una de las proteinas que participa en la represion de la formacion del cilio es la
Proteina Centriolar 110 (CP110) [12,13].

HIPOTESIS GENERAL

La concordancia de sintomas entre TBS y las ciliopatias, junto con experimentos
preliminares en el laboratorio que demostraron la localizacion ciliar de la proteina
SALL1 en células de ratdn, nos llevaron a plantear la siguiente hipétesis: la presencia de
la proteina truncada de SALL1 podria causar defectos en la formacion y/o funcion del

cilio, siendo estos factores contribuyentes en el desarrollo de TBS.
OBJETIVOS

Con la intencién de demostrar la contribucién de la proteina truncada de SALL1
en el desarrollo de TBS y los defectos producidos por dicha proteina en la formacion

y/o funcién del cilio, nos planteamos los siguientes objetivos:

1. Estudio de la localizacion subcelular de la proteina SALL1 en células

humanas

Mediante técnicas de inmunofluorescencia, comparamos la localizacion
subcelular de la proteina SALL1 en fibroblastos dérmicos derivados de un individuo
control y un paciente de TBS. Se observaron los posibles cambios que la presencia de la
proteina SALL1 truncada pudiera producir en la localizacion de la proteina SALL1
silvestre (WT).

2. Analisis de la formacion y funcion del cilio primario

Para analizar si el cilio esté afectado en los pacientes de TBS se comparo la longitud
del cilio de fibroblastos entre los individuos control y paciente de TBS. También se
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comparé el proceso de reabsorcion del cilio en ambos casos mediante técnicas de
inmunofluorescencia. Se espera que la reabsorcion del cilio vaya acompariada por
cambios en los niveles de CP110. Para analizar esto, se cuantificaron los niveles de
CP110 mediante Western blot. Por altimo, se analizo la interaccién directa de CP110

con SALL1 WT, SALL1 mutante o con el complejo que ambas forman.

MATERIALES Y METODOS

Cultivos celulares

Los fibroblastos dérmicos humanos derivados de un individuo control y de un
paciente de TBS y la linea celular HEK-293 FT se cultivaron en medio completo
[Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Gibco) complementado con 10% de
Suero Bovino Fetal (FBS, Gibco) y con 1% de penicilina y estreptomicina (pen/strep,
Gibco)] a 37°C y en una atmdsfera con un 5% de CO,. Para la induccion de la
formacion del cilio las células se cultivaron con medio bajo en suero (DMEM
suplementado con 0,1% de FBS y 1% de pen/strep) durante 48 horas. La reabsorcion
del cilio se indujo mediante la adicion de medio completo durante 1 6 7 horas a células

que ya habian estado previamente tratadas con medio bajo en suero durante 48 horas.
Plasmidos utilizados en la transformacion celular

CAG-YFP, expresion del marcador YFP como control; CAG-SALL1-YFP, expresion del
gen SALL1 fusionado con el marcador YFP; CAG-SALL1-2xHA, expresion del gen
SALL1 fusionado a dos copias del marcador hemaglutinina (HA); CAG-SALL1%%".
YFP, expresion de la forma truncada de SALL1 fusionada a YFP. A ésta ltima forma

se la denominard SALL1 truncada en el texto.
Inmunofluroescencia

Los fibroblastos de control y paciente de TBS se sembraron sobre cubreobjetos
de 11 mm en placas de 24 pocillos. A continuacion, se fijaron las células con 4%
paraformaldehido y 0,1% Triton X-100 en PBS (tampo6n fosfato salino) durante 20
minutos. Las muestras se bloquearon durante 1 hora con tampon de bloqueo que
contiene 2% de FBS (Gibco) y 1% de albumina de suero bovino en PBS. Se utilizaron
los anticuerpos anti-a-tubulina acetilada (1:160, Sigma T6793) para visualizar el

axonema ciliar, anti-ARL13B (1:100, Proteintech) para marcar el cilio y anti-



pericentrina (1:160, Sigma PRB-432) para marcar el cuerpo basal. Otros anticuerpos
usados: anti-SALL1 (1:100, R&D) y anti-CP110 (1:100, Proteintech). Los nucleos se
marcaron con DAPI. Se usaron los anticuerpos secundarios anti-conejo y anti-raton
marcados con Alexa 488 o Alexa 568 (1:200). Las imagenes se obtuvieron con el
microscopio de fluorescencia (Axioimager D1) y en el microscopio Confocal (Leica
SP2). Finalmente, se procedio a la cuantificacion y medicién de los cilios mediante los
programas ImageJ y Adobe Photoshop.

Pulldown de biotina

Las células HEK-293 FT se transfectaron con Myc-BirA*-SALL1 WT o con
MYC-BirA*-SALL1C826T, una forma truncada de SALL1, en placas de 10 cm
mediante el método de fosfato de calcio. Las proteinas que se localizaban en la
proximidad de SALL1 fueron biotiniladas por la enzima BirA*. BirA* es una enzima
procedente de Escherichia coli mutada para que, en lugar de biotinilar sustratos
especificos, biotinile todas aquellas proteinas que se encuentran en un radio
determinado. Las proteinas biotiniladas se purificaron mediante un pulldown de
NeutrAvidina. Para ello, 24 horas después de la transfeccion, se afiadio biotina 50 uM al
medio de cultivo. 48 horas después de la transfeccion, las células se lisaron con tampon
de lisis [8 M urea, 1% SDS, 50 mM N-etilmaleimida en PBS e inhibidores de proteasas
(Roche)]. Se recogieron 40 pl del lisado como input y el resto se incub6 durante toda la
noche con 40 ul de NeutrAvidina-agarosa (Thermo Scientific) previamente lavada. Los
lavados de la resina se hicieron con tampones de lavado (WB) preparados en PBS: WB1
(8 M urea, 0,25% SDS); WB2 (6 M Guanidinio-HCI); WB3 (6,4 M urea, 1 M NacCl,
0.2% SDS); WB4 (4 M urea, 1 M NaCl, 10% isopropanol, 10% etanol y 0.2% SDS);
WBS5 (8 M urea, 1% SDS); y WB6 (2% SDS). Para eluir las proteinas biotiniladas, las
muestras se hirvieron durante 5 minutos a 95°C en el tampdn de eluciéon (tampén
Laemmli 4x, 100 mM DTT).

GFP pulldown

Las células HEK-293FT sembradas en placas de 10 cm se transfectaron con los
plasmidos mencionados anteriormente mediante el método de fosfato calcico. 48 horas
tras la transfeccion, se lisaron las células en 1 ml de tampdn de lisis [25 mM Tris-HCI
pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% NP-40, 0,5% Triton X-100, 5% glicerol,
inhibidores de proteasas (Roche)]. El lisado se mantuvo en hielo durante 30 minutos y
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posteriormente se centrifugd a 25,000 g durante 20 minutos a 4°C. Se recogieron 40 pl
del sobrenadante como input de la muestra y el resto del sobrenadante se incub6 toda la
noche en el agitador orbital con 30 pl de resina de GFP Pulldown (ChromoTek). Al dia
siguiente, las muestras se centrifugaron a 2,000 g durante 2 minutos y se descarto el
sobrenadante. Tras 5 lavados, las muestras se hirvieron durante 5 minutos a 95°C en el

tampdn de elucién.
Western blot

Los fibroblastos humanos de paciente y control sembrados en placas de 6 pocillos se
lisaron en tampdn RIPA (Cell Signalling, 20 mM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM NaCl; 1
mM EDTA; 1% NP-40; 1% é&cido desoxicolico y 1 mM EGTA suplementado con
inhibidores de proteinasas). Después de 30 minutos en hielo, se centrifugé el lisado a
25,000 g durante 20 minutos a 4°C y se recogio el sobrenadante. A continuacion, se
cargaron los geles de acrilamida al 7,5% SDS-PAGE vy se transferieron a membranas
PVDF durante 12 horas a 4°C. La membrana se bloque6 con 5% leche en PBS y 0,1%
Tween-20 (PBT-M) durante 1 hora. Para la deteccion se utilizaron varios anticuerpos
primarios: anti-CP110 (1:1000, Proteintech), anti-actina (1:1000, Sigma), anti-SALL1
[1:100, R&D o Rauchman (Michael Rauchman, St Louis University Hospital, San Luis,
Missouri, United States)], anti GFP (1:1000, Roche) y anti-GAPDH (1:1000;
Proteintech). Se utilizaron anticuerpos secundarios anti-conejo y anti-ratén conjugados
con HRP (Jackson Immunoresearch). Para la deteccion de la sefial se utilizd Clarity
ECL (BioRad) y el procesador Curix-60 film (Agfa). La cuantificacion de las bandas se

llevé a cabo con el programa ImageJ y se normalizé respecto a la expresién de actina.

Andlisis estadistico

El analisis estadistico se hizo utilizando el programa Graphpad 6.0. Los datos
analizaron con el test de normalidad Shapiro-Wilk y con el test de varianza de Levene
(p>0,05). A continuacidn, los datos se analizaron con el test T-student aplicando o no la
correccion de Welch para dos muestras independientes o ANOVA para mas de dos
muestras por la via paramétrica o la prueba U de Mann-Whitney y Kruskall-Wallis por

la via no paramétrica. Se consideraron significativos los valores p inferiores a 0,05.



RESULTADOS

SALL1 WT se localiza en el cilio de fibroblastos humanos

Se analiz6 la localizacion de la proteina SALL1 WT en fibroblastos humanos.
Debido a que no se dispone de un anticuerpo especifico para la deteccion de la proteina
mutante enddgena mediante inmunofluorescencia, se analizo la localizacion de SALL1
WT. En el caso del individuo control, SALL1 WT se localiza casi exclusivamente en el
nucleo (Fig. 1A,B). Sin embargo, en el paciente de TBS SALL1 se localiza difusamente
por toda la célula sin observarse un limite claro entre nucleo y citoplasma (Fig. 1C,D).
Tanto en fibroblastos control como de paciente de TBS se observa por primera vez la
localizacion ciliar de SALL1 humano (Fig. 1E-J). Para analizar diferencias de expresion
entre ambas células, se cuantifico la sefial fluorescente de SALL1 WT ciliar. Asi, se
concluyd que SALL1 WT esté significativamente mas presente en el cilio primario de

fibroblastos control que en el de fibroblastos de TBS (Fig. 1K).

Expresion de la proteina SALL1 truncada en fibroblastos humanos

También se analizé la expresion de la proteina tanto mutante como WT en
fibroblastos humanos mediante un anticuerpo especifico para Western blot. Como era
de esperar, en los fibroblastos control solamente se detecto la proteina SALL1 WT (Fig.
2). En cambio, en el caso de los fibroblastos de paciente de TBS, se detecto la presencia
de SALLI truncada y una baja expresion de SALL1 WT. Por lo tanto, se demuestra la

expresion y la estabilidad de la proteina mutante en los pacientes de TBS.

Alteraciones ciliares en los fibroblastos de TBS

Se estudid la longitud de los cilios en células que habian estado durante 48 horas
con medio bajo en suero tras afiadirles o no medio para inducir la formacion y posterior
reabsorcién del cilio. Tanto en medio bajo en suero como tras la adicion de medio
completo durante 1 y 7 horas, los cilios de los fibroblastos del paciente de TBS (Fig.
3D-F) son significativamente mas largos que los control (Fig. 3A-C). Ademas, se
observa una dindmica de reabsorcion distinta entre células paciente y control: mientras
que las células control aumentan significativamente la longitud de sus cilios 1 hora tras
la adicién de medio completo y la reabsorcién es completa después de 7 horas (Fig.
3B,C), las células de TBS no terminan su reabsorcion hasta las 7 horas posteriores a la

induccion con medio completo (Fig. 3D,F).



Figura 1. Localizacion de SALL1 WT en fibroblastos humanos. (A) y (B) Localizacion nuclear de SALL1 WT en
fibroblastos de individuo control. (C) y (D) Localizacidn citopldsmica y nuclear de SALL1 WT en fibroblastos de
paciente de TBS. Secciones de microscopio confocal en las que se observa la localizacion ciliar de SALL1 WT (»)
en fibroblastos de individuo control (E-G) y de paciente de TBS (H-J). (K) Cuantificacion de la sefial SALL1 WT
ciliar en micrografias de fluorescencia tomadas en fibroblastos humanos. SALL1 WT tiene una localizacion ciliar
significativamente mayor en células del individuo control. Nucleo marcado con DAPI (azul), cuerpo basal con
pericentrina (rojo), cilio primario con ALR13B (rojo) y SALL1 WT (R&D, verde). (***) p< 0,0001 (Test de Mann

Whitney) (n >111).

SALL1IWT

SALL1
mutante

GAPDH

Control TBS

216 KDa

62 KDa

32,5 KDa

Intensidad de fluorescencia

20004

10001

SALL1 WTenel cilio

30001 r )

0-
Control TBS

Figura 2. Deteccion de las proteinas
SALL1 WT vy truncada en fibroblastos
humanos. En el individuo control
solamente se expresa la proteina SALL1
WT (216 KDa). En el paciente de TBS, en
cambio, se detecta la expresion de SALL1
truncada (62 KDa) y unos niveles mucho
menores de la proteina WT. Anticuerpo
anti- SALL1 (Rauchman) y GAPDH-HRP
(Proteintech).



Consecuentemente, la longitud del cilio en el caso de los pacientes de TBS es

significativamente mas larga durante el proceso de reabsorcion, ya que a las 7 horas de

afiadir medio completo a las células del paciente de TBS, éstas siguen manteniendo el
cilio (Fig. 3G).

Longitud del cilio (uM)

Medio
completo

10—

Longitud del cilio

Control TBS Control TBS Control TBS

0h

1lh

7h

Figura 3. Longitud del cilio durante el proceso de
reabsorcion. (A-F) Micrografias de
inmunofluorescencia que representan el proceso de
reabsorcion del cilio ( ») en individuos control (A-C) o
paciente de TBS (D-F) en medio bajo en suero (A, D), a
1h (BE) o a 7 h (C,}F) tras la adicion de medio
completo. Ndcleo marcado con DAPI (azul) y cilio
marcado con gamma tubulina (rojo). (G) Representacion
gréfica de la longitud del cilio durante el proceso de
reabsorcion en fibroblastos de individuo control (azul) y
paciente de TBS (rojo). (***) p< 0,0001; (**) p< 0,001
(Test de Mann Whitney) (n >5).

CP110, una proteina represora de la ciliogénesis, esta reducida en TBS durante el

proceso de reabsorcion del cilio

En vista de los resultados en los que se detectd la formacion y reabsorcion

aberrantes del cilio en los fibroblastos de TBS, se analiz6 la dinamica de expresion de

una proteina crucial para el proceso de ciliogénesis, CP110. Es importante resaltar que
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en un andlisis de espectrometria de masas realizado previamente en el laboratorio,
CP110 se encontrd asociada en mayor grado con SALL1 truncada que con SALL1 WT.
Esto llevo a identificar a CP110 como candidata para contribuir en el desarrollo de TBS.

En primer lugar, se llevo a cabo la validacion del analisis de espectrometria de
masas de la candidata CP110 mediante las técnicas de pulldown de biotina y Western
blot. Para ello, las células se transfectaron con un plasmido que contiene SALL1
truncada o WT fusionadas a BirA*. Tras capturar las proteinas biotiniladas, se identificd
a CP110 en la proximidad tanto de SALL1 WT como de SALL1 truncada, pero
apreciablemente mas asociada a ésta Gltima (Fig 4A). Posteriormente, se analizaron los
niveles de expresion de CP110 durante la reabsorcion por Western blot (Fig. 4B). Dado
que CP110 es una proteina que cuando estad presente inhibe la ciliogénesis, se observé
un esperado aumento de la misma conforme el cilio se iba reabsorbiendo en células de
control (Fig. 4B,C). Sin embargo, en células de paciente de TBS, los niveles de CP110
no son apreciables hasta que se induce la reabsorcién del cilio durante 7 horas (Fig.
4B,C). La cuantificacion de CP110 y normalizacion respecto a la actina muestra
diferencias en los niveles de CP110 entre los individuos control y paciente consistentes

con los resultados de longitud del cilio. (Fig. 4C).

A Input  Biotina PD C
Reabsorcion del cilio: niveles de CP110
BirA*-SALL1 mutante + - + -
BirA*-SALL1 WT - o+ - o+ 2.5+
— 2 204
g
S 154
—
a
Control TBS S 104
B e
T 0.54
oh 1h 7h oh 1h 7h &
CP110 [ b el ] e 135 KDa 0.0
ACtina — — — — — 45,7 KDa Medio 0h 1h 7h 0Oh 1h 7h
Completo

Control TBS

Figura 4. Niveles de CP110 e interaccion con SALL1 durante la reabsorcion del cilio. (A) Validacion
del andlisis de espectometria de masas para CP110 como candidato para interaccionar con SALL1
truncada y WT mediante Western blot. (B) Deteccién de CP110 enddgena mediante Western blot. CP110
aumenta de manera progresiva en células control y la recuperacion de los niveles de CP110 es mas tardia
en fibroblastos de paciente de TBS. Se usé actina como control de carga. (C) Cuantificacion de los niveles
de CP110 en individuo control (azul) y paciente de TBS (rojo) durante la reabsorcion del cilio. La sefial de
CP110 fue normalizada primero frente a la actina y después frente a la condicion 0 h del individuo control.
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CP110 interacciona en mayor grado con el complejo formado por SALL1 WT y
SALL1 truncada

Mediante la fusion con BirA*, hemos demostrado que CP110 se localiza en las
proximidades de SALL1 WT vy truncada. Para analizar si la interaccion es directa o no,
utilizamos GFP pulldown a partir de células HEK-293 FT transfectadas con los

plasmidos mencionados en materiales y métodos.

Con la técnica de GFP pulldown se capturan las proteinas fusionadas a YFP y, a
su vez, todas las que interactian con ellas, detectandolas con sus correspondientes
anticuerpos mediante Western blot. En primer lugar, observamos que SALL1 WT y
SALL1 truncada forman un complejo ya que cuando se captura SALLL truncada se
detecta también SALL1 WT (Fig. 5, panel SALL1 WT, linea 7). Por otra parte, se
observa que CP110 interacciona mas fuertemente con SALL1 truncada que con SALL1
WT (panel CP110, linea 5 vs 6) y con mayor intensidad con el complejo formado entre
SALL1 WT vy truncada que con cada una de ellas individualmente (Fig. 5, panel CP110,
linea 7 vs 5y 6). Estos resultados demuestran una interaccion aberrante de CP110 con el
complejo SALL1 WT vy truncada. La presencia de este nuevo complejo podria ser
responsable de secuestrar a CP110 de su lugar de accidn, el centrosoma, provocando alli
un cambio en los niveles de CP110 y alterando la dindmica de la formacion y
reabsorcion del cilio.

INPUT GFPPD

Figura 5. Interaccion de CP110 con el
SALL1MT-YFP . .
L complejo aberrante entre SALL1 WT y

SALLAWEYFP . 4 - -t truncada. Mediante la captura de SALL1
SALLIWT-2HA . . &+ &+ e+ C826T

YFP L, A -YFP (SALL1 MT-YFP, se detecta

1 2 3 4 5 6 7 8 SALL1 WT en el pulldown (GFP PD),

demostrandose su interaccion. La proteina

- CP110 se detecta con el anticuerpo anti-

CP110 - - Herpo. ant-

CP110 y SALL WT con el anticuerpo anti

5 SALL1 (R&D). CP110 interacciona en

." mayor medida con el complejo formado por

SALL1IWT 3 Ll SALL1 WT y SALLI1 truncada que con

ellas individualmente. Se usd actina como
control de carga y YFP como control de la
transfeccion y pulldown.

SALLIMT-YFP | & o @

Actina SIS l— VEFP
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DISCUSION

TBS esta causado por mutaciones en el gen SALL1 que codifica para un factor
de transcripcion que se localiza en dominios de heterocromatina [3]. Experimentos
previos en el laboratorio demostraron que la proteina SALL1 truncada sobre-expresada
se localiza difusamente entre nlcleo y citoplasma en lineas celulares de humano. El
analisis de la localizacion de la proteina truncada enddgena no ha sido posible dado que
no existe un anticuerpo especifico para su deteccion. Sin embargo, en este trabajo se ha
detectado un cambio de localizacion de la proteina SALL1 WT, observandose en el
nacleo y citoplasma de células que expresan la proteina truncada. Por otro lado, se ha
confirmado la formacion de un complejo SALL1 WT/truncada mediante la técnica GFP
pulldown. Todos estos resultados apuntan a que la localizacion aberrante de SALL1 WT
en células de paciente de TBS podria deberse a su reclutamiento en el citoplasma por
parte de SALL1 truncada.

Sorprendentemente, parte de los sintomas que padecen los pacientes de TBS se
corresponden con los caracteristicos de las ciliopatias, resaltando la importancia del
hallazgo de la presencia de SALL1 WT en el cilio [10]. Ademas, en este trabajo se ha
observado la reduccion de los niveles de SALL1 WT en el cilio de células de TBS. Este
resultado es compatible con un escenario en el que la proteina truncada altere la
localizacion de SALL1 WT, afectando la funcién que esta pueda tener en el cilio y
contribuyendo al desarrollo de TBS. También se ha analizado la longitud del cilio en
control y paciente. Las células de paciente presentan cilios mas largos tanto en

condiciones de formacion como reabsorcion del cilio.

Dichos cambios en la ciliogénesis podrian estar causados por la interaccion de la
proteina SALL1 truncada (o el complejo que forma con SALL1 WT) con un regulador
de la ciliogénesis. Experimentos de espectrometria de masas previamente realizados en
el laboratorio, y su validacion mediante Western blot en este trabajo, identificaron a
CP110 como candidato para mediar la funcion de SALL1 en TBS. CP110 es una
proteina crucial para bloguear la ciliogénesis [12,13]. En el proceso de reabsorcion del
cilio se observo una ausencia casi total de CP110 en lisados de células de TBS hasta las
7 horas tras la induccion de la reabsorcion. Esta es una dindmica de reabsorcion mucho

mas tardia a la de las células control en las que se observa la presencia de CP110 desde

13



el principio y su expresion va aumentando conforme los cilios se desmantelan. Dado
que CP110 bloquea la ciliogénesis, la ausencia o reduccion de CP110 en el cilio de
células de TBS es compatible con la presencia de cilios més largos y abundantes.

Por ultimo, hemos comprobado que CP110 interacciona tanto con SALL1 WT
como con SALL1 truncada mediante GFP pulldown. Sin embargo, interacciona en
mayor grado con el complejo formado por SALL1 WT y truncada. Este aumento en la
interaccion podria ser causado por una nueva conformacion tridimensional adoptada por
el complejo formado por la proteina nativa y truncada, generando asi un nuevo dominio
de union para CP110. Por tanto, el reclutamiento de CP110 por parte del complejo
SALL1 WT/truncada en el citoplasma disminuiria los niveles de CP110 en el cuerpo
basal del cilio. Esta hipotesis es compatible con resultados previos en el laboratorio en
los que se detectd una disminucion sustancial de CP110 en el cuerpo basal de cilios de
células de TBS por inmunofluorescencia. Como consecuencia, la ciliogénesis no estaria

completamente blogueada y los cilios serian méas largos y numerosos.

CONCLUSION

Mutaciones en el gen SALL1 generan proteinas truncadas que forman un
complejo citoplasmico con la proteina SALL1 WT. Hemos demostrado en este trabajo
que dicho complejo interacciona muy fuertemente con CP110, una proteina represora de
la ciliogénesis. La disminucién de CP110 y su secuestro del cuerpo basal de los cilios
por parte del complejo SALL1 WT/truncada, conllevaria un incremento de su longitud y
de la frecuencia de ciliacion en el caso del paciente. Una menor presencia de CP110 en
el cilio implicaria que la reabsorcion del cilio se daria de una forma més tardia en
pacientes de TBS. En conclusion, el cambio de localizacion de SALL1 WT vy las
interacciones aberrantes del nuevo complejo SALL1 WT/truncada con otras proteinas

como CP110, podrian ser factores contribuyentes al desarrollo de TBS.
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