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Introduccion

1.- INTRODUCCION

1.1.- Caracteristicas clinicas de la paciente

1.1.1.- Historia clinica

La paciente es una nifia seguida desde los primeros meses de vida en el servicio
de pediatria del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla en Santander. En la
actualidad tiene 12 afios de edad. Los estudios llevados a cabo en esta Tesis Doctoral
comenzaron cuando la paciente contaba con 7 afios de edad. Hasta ese momento, se
habian realizado diversos estudios y pruebas clinicas para tratar de aportar luz a la
posible causa que producia el fenotipo conductual del espectro autista, junto al resto de
manifestaciones clinicas de la paciente.

Desde los primeros meses de vida, la paciente manifestd un retraso
generalizado del desarrollo de todas las areas del desarrollo y leves alteraciones
conductuales y estereotipias, todo esto dentro del contexto de un trastorno cognitivo
moderado. Inicialmente, a pesar de no identificarse regresiones, se etiqueté como
Sindrome de Rett atipico o un trastorno del espectro autista (TEA) en el Hospital San
Juan de Dios de Barcelona. Ademas de estas manifestaciones, también ha presentado
hiperlaxitud e hipotonia muscular, con un aspecto miopatico mds evidente en la cintura
y extremidades inferiores. Inicio la deambulacién a la edad de cuatro afios, con marcha
torpe y amplia base de sustentacion. En la actualidad camina con una rotacién externa
de caderas y pies con una “marcha de pato” caracteristica. No presenta dismorfias ni
rasgos sindréomicos significativos, salvo una “cara de mufieca” con frente prominente y
una linea alta del pelo a nivel frontal. Tiene una piel fina e hiperqueratdsica en rodillas
y codos. Desde los 2 afios de edad posee un peso y una talla por debajo del percentil 3,
con escasa velocidad de crecimiento. Actualmente, la edad dsea esta retrasada 2 afios,
con un desarrollo puberal infantil (Tanner 0). Presenta intolerancias digestivas y
episodios de candidiasis y parasitos intestinales desde el nacimiento. Estas infecciones
se han manifestado con cuadros digestivos disfuncionales y diarreas, junto con
alteraciones endocrinas en diferentes sistemas (mineralocorticoides, tiroides, hormona
de crecimiento). Desde el punto de vista metabdlico, ha presentado episodios de
hipoglucemias recurrentes, poliuria y cambios significativos en el comportamiento y en
las capacidades motoras de nuestra paciente.

A lo largo de estos afos hasta la actualidad, se ha llevado a cabo una estrecha
vigilancia por parte de su pediatra. Las infecciones e infestaciones intestinales
recurrentes han sido tratadas en cada ocasion. También se ha llevado a cabo un
tratamiento mantenido con hormona del crecimiento (GH) e hidrocortisona oral a dosis
minimas que han permitido un adecuado control clinico de la paciente, mejorando la
homeostasis glucidica y produciendo la desaparicion de los episodios poliuricos. Todo
este proceso ha desembocado en una mejora significativa de la paciente en todas las
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esferas del desarrollo, con un lenguaje aceptable. Puntualmente presenta estereotipias
caracteristicas de los TEA.

Un tratamiento con la hormona del crecimiento se inicié cuando la paciente
contaba con 5 afos de edad. Tras varios afios con este tratamiento, se suspendié
temporalmente, produciéndose un empeoramiento clinico que conllevé a la reaparicion
de los episodios de hipoglucemia.

En el contexto de su TEA, durante todo el seguimiento se realizaron diferentes
estudios de imagen cerebral y de electroencefalografia (EEG) que no mostraron
alteraciones significativas. Tal y como se ha comentado previamente y con el objetivo
de descartar el sindrome de Rett se solicitd al Servicio de Genética del HUMV un estudio
genético de las variantes tipica y atipica de los genes MECP2 y FOXG1. El resultado de
este estudio fue negativo para mutaciones en ambas variantes.

Durante los primeros meses de vida, nuestra paciente manifestd una disfuncién
intestinal intermitente muy significativa. Esta disfuncidén intestinal se manifestd
mediante intolerancias alimentarias cambiantes, cuadros de dispepsia y disbiosis
intestinal con diarrea crénica inespecifica, junto con distensién abdominal. Mediante
dieta semielemental, antibioterapia y antifingicos se consiguié una respuesta
transitoria frente a estos cuadros digestivos. Durante toda su vida ha presentado
parasitosis intestinales frecuentes, siendo las mas recurrentes las producidas por
giardia, dascaris y por oxiuros. Se le realiz6 una video-endoscopia con capsula
endoscépica mediante la que se confirmd una enfermedad inflamatoria intestinal difusa
con candidiasis a lo largo de todo el intestino. Ademas, de forma recurrente se aisla
Candida sp. a nivel intestinal. Sin embargo y hasta el momento, la paciente no ha
presentado candidiasis sistémica ni cutanea.

En lo referente al metabolismo, nuestra paciente ha presentado alteraciones
en la homeostasis energética, con episodios de hipo-hiperglucemia que no estaban
relacionados con la ingesta o con el ayuno. Ademas, estos episodios fueron
acompafados de cetosis. De forma puntual ha presentado hipoglucemias significativas
de menos de 40 mg/dl, e hiperglucemias de hasta 330 mg/dl. Se descartaron todas las
posibles alteraciones en el metabolismo intermediario, que incluyeron estudios de
neoglucogénesis, glucogendlisis, cetdlisis, y de beta oxidacién de los acidos grasos.
Ademas, también se estudiaron los ejes hormonales implicados en el metabolismo
energético, objetivando que los niveles del factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-
1) estaban disminuidos de forma continuada. También se observé una respuesta pobre
en la concentracién plasmatica de cortisol (cortisolemia) dentro del contexto de las
hipoglucemias con una respuesta normal respecto a la secrecién de insulina. No se
identificaron déficits en la secrecién de hormona del crecimiento (GH) ni de cortisol a
niveles basales. Ocasionalmente, se han producido episodios de poliuria con una escasa
capacidad de concentracién urinaria junto con una osmolaridad plasmatica elevada.
Esto se interpretd como una deficiencia mineralocorticoidea, aunque no se encontraron
alteraciones plasmaticas de aldosterona.
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La normalizacion intestinal mediante el tratamiento periddico con antibidticos,
antifungicos y antiparasitos, desaparecieron la disbiosis, la candidiasis y la parasitosis
intestinal, acompafiada de una marcada mejoria en el comportamiento y en las
capacidades motoras de la paciente.

Teniendo en cuenta la disfuncién en la homeostasis energética con la tendencia
a hipoglucemias graves debidas a la disminucidén de los niveles de IGF-1, y la respuesta
pobre de la hormona de crecimiento y del cortisol durante estos episodios, se inicié un
tratamiento compasivo compuesto por la administracion de la hormona del
crecimiento, hidrocortisona y fludicortisona. Se observaron resultados positivos
respecto al control del metabolismo glucémico y la capacidad de concentracién urinaria.
Ademas de esta mejoria metabdlica, también se observé un aumento de la fuerza y el
tono muscular junto con una mejoria en todas las esferas del desarrollo psicomotor de
la paciente. Finalmente, y como hecho destacable en su desarrollo, tras iniciar el
tratamiento con la hormona del crecimiento, la paciente consiguié caminar a los 5 afios
de edad.

Ademas de los tratamientos arriba descritos con los que se han obtenido
resultados positivos, también se han probado diferentes estrategias terapéuticas. Estos
otros tratamientos se basaron en el aporte de co-factores a grandes dosis y tratamientos
homeopaticos relacionados con la inmunodeficiencia sin obtener resultados objetivos.

1.2.- Proteina Neuroprotectora Dependiente de
Actividad: ADNP

1.2.1.- Descubrimiento y estructura de ADNP

El gen ADNP se identifico como un gen de respuesta al péptido intestinal
vasoactivo (VIP) durante el desarrollo postnatal del cerebro (Bassan et al., 1999). VIP
afecta al desarrollo y funciones del cerebro (Gozes et al., 1993; Gressens et al., 1994;
Walther & Gruss, 1991). La expresion de VIP incrementa con la maduracién del cerebro
(Gozes et al., 1993) estimulando la formacién de sinapsis (Blondel et al., 2000) y esta
expresion disminuye con la edad. El gen Adnp fue clonado a partir de las células
diferenciadas de carcinoma de ratdon P19. Estas células, en presencia de acido retinoico,
son capaces de diferenciarse hacia células de la neuroglia (Bassan et al., 1999). De forma
paralela, a partir de una libreria de ADN complementario obtenido a partir de cerebro
fetal humano, se cloné el gen ADNP humano (Zamostiano et al., 2001). Al comparar la
secuencia de ambos ortdlogos, el gen aislado a partir de células de ratdn, y el gen aislado
a partir de células humanas, se descubrié que a nivel de ARN mensajero existe una
identidad entre ambos del 90%. Este dato demuestra que se trata de un gen altamente
conservado alo largo de la evolucién. Adema3s, este gen se expresa de forma abundante
en el cerebro y en todo el organismo en general (Bassan et al., 1999; Wu et al., 1997).
Se han encontrado niveles de expresion de ADNP en forma de ARN mensajero en el
hipocampo (Bassan et al., 1999), en el cértex cerebral (Bassan et al., 1999; Wu et al.,
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1997) y en el cerebelo (Wu et al., 1997), lo cual sugiere una implicacién de la proteina
en el metabolismo del cerebro.

El gen ADNP posee un tamaio de 40 kilobases. Esta formado por 5 exones y 4
intrones, y presenta procesamiento alternativo en el segundo exén. Mediante técnicas
de mapeo gendmico, se sabe que este gen se localiza en el cromosoma 20,
concretamente en la posiciéon 20q12-13.2. También se ha encontrado que los principales
dominios funcionales de la proteina se encuentran codificados en el exén 5 (Figura 1.1).

La proteina recibe el mismo nombre del gen, ADNP. Dicha proteina tiene un
peso de 123562,8 Da. Su estructura (Figura I.1) esta constituida por 9 dedos de zinc, una
region rica en prolina, una sefal de localizacion nuclear bipartida y sefiales celulares de
importacion y exportacion al nucleo junto con un dominio homeobox. Por estas razones
se ha definido a ADNP como un factor de transcripcién que desarrolla multiples
funciones celulares tanto a nivel citoplasmdtico como a nivel extracelular (Gozes,
Zamostiano, Pinhasov, Bassan, & Giladi, 2000; Wu et al., 1997). También encontramos
una secuencia de unién con la proteina heterocromatina 1a (HP1a), lo que sugiere la
interaccion entre ADNP y HPla, por lo que ADNP desarrollaria una funcién en la
regulacién de la heterocromatina (como veremos mas adelante). Ademas de estos
dominios funcionales, también encontramos el dominio NAP, que consiste en un
octapéptido que posee funcién neuroprotectora, como se explicara mas adelante.

ATG TAA

Exé6n 1 Ex6n 2 Ex6n 3 Exon 4

Zinc fingers NAP Dominio Homeobox Secuencia P*V*L de
de union al ADN unioéon con HP1a

Figura I.1.- Estructura del gen ADNP. En esta imagen se pueden observar los cinco exones que
componen el gen ADNP. En el esquema vemos que en el exdn 5 es donde se encuentran
codificados los principales dominios funcionales de la proteina ADNP.
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1.2.2- Funciones de ADNP

1.2.2.1.- ADNP y su efecto neuroprotector

Las células que sobreexpresan ADNP, presentan una proteccion frente a danos
producidos por diferentes agentes que conllevan a la produccién de estrés celular.
Algunos de estos dafios son la toxicidad debida a la exposicién al péptido B-amiloide o
al dafio producido por el estrés oxidativo (H.02) (Steingart & Gozes, 2006).

Ademas, cuando las células son expuestas a alguno de estos agentes tdxicos, se
ha encontrado un incremento de expresidon de la proteina proapoptética p53. Pero,
curiosamente, si se exponen a estos agentes células que sobreexpresan ADNP, los
niveles de p53 se reducen de forma significativa. De esta forma, un incremento en la
expresion de ADNP conlleva un descenso de la expresion de p53.

Cuando se exponen células postmitéticas como las neuronas, a un ambiente de
estrés o perjudicial, se produce un incremento de p53, y, por consiguiente, un
incremento de la mortalidad celular. Pero si estds células postmitéticas sobreexpresan
ADNP, se produce una reduccién de la mortalidad celular (Gozes, 2007). Con estos datos
se ha podido corroborar que un analogo de VIP proporciona proteccidn a las células
frente a danos producidos por estrés oxidativo, induciendo de forma paralela un
incremento en la expresién de ADNP.

1.2.2.2.- ADNP y desarrollo embrionario

Para poder estudiar la funcién de ADNP in vivo durante el desarrollo
embrionario, se han desarrollado ratones knockout para Adnp (Pinhasov et al., 2003).
En ratones se ha observado que el ARN mensajero de Adnp se expresa durante una fase
temprana de la gestacidn, concretamente en el estadio E7,5, pasando a ser maxima esta
expresion en el estadio E9,5. Este incremento de expresion en el dia 9 del desarrollo
embrionario coincide con el cierre del tubo neural. Posteriormente, en estadios tardios
del desarrollo embrionario hasta el nacimiento, se produce una reduccién de los
transcritos de Adnp. Sin embargo, en el cerebro embrionario, no se produce esta
disminucion de la expresion del gen, sino que la expresion se mantiene en este érgano.
Por tanto, la expresion del gen Adnp implica un papel de la proteina homonima durante
el desarrollo embrionario (Pinhasov et al., 2003).

Durante la embriogénesis en ratones, entre los estadios E8,5 y E10,5 del
desarrollo embrionario y coincidiendo con el pico de expresion de Adnp, se producen
una serie de eventos importantes del desarrollo entre los que se incluyen (Greene et al.,
2002):

1.- La formacion del tubo neural, el primordio del sistema nervioso central. Este
proceso se inicia en el limite entre la zona cervical y la parte posterior del cerebro
(metencéfalo y rombencéfalo), y finaliza con el cierre del neuréporo.

2.- Se produce la rotacion axial.
3.- Formacion de las somitas diferenciadas.

9
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4.- Remodelacién del corazén con el inicio de las contracciones regulares.
5.- Desarrollo de la placenta corioalantoidea.

Para la obtencién de ratones knockout, se han generado ratones heterocigotos
que han sido cruzados con los ratones con genotipo normal (wild type). Al realizar los
cruces, la progenie esperada deberia cumplir el ratio tipico de la segregacién
mendeliana (1:2:1). Sin embargo, al nacer, los genotipos de los ratones mostraban un
ratio 1:2:0, lo cual indica que Adnp es un gen vital, esencial para la supervivencia. Al
analizar los ratones knockout generados, se descubrié que los ratones knockout morian
durante el desarrollo embrionario debido a un fallo en el cierre del tubo neural (Figura
1.2). Concretamente, este proceso tiene lugar en ratones durante los estadios E8,5 — E9,5
del desarrollo embrionario (como se ha mencionado anteriormente). Entre estos
estadios es cuando se producen las diferencias fenotipicas entre los knockout y los wild
type, y estas diferencias son altamente significativas. En los embriones knockout para
Adnp se manifiesta un retraso en el desarrollo embrionario: en el estadio E9,0 presentan
un fenotipo correspondiente al estadio E8,0. Finalmente, en estos ratones se observa
una inhibicién de la formacién del cerebro entre los estadios E8,0 y E9,5 que culmina
con la total desintegracién del desarrollo de los embriones knockout (Gozes, 2007;
Pinhasov et al., 2003).

Figura 1.2.- Diferencias morfolégicas entre embriones wild type y knockout para Adnp. En la
imagen A se puede observar la morfologia de un embrién wild type en vista lateral. En las
imagenes B y C se puede observar la morfologia de un embrién knockout para Adnp. En la
imagen B se observa en vista lateral y en la imagen C se observa en vista ventral. Ambos
embriones, wild type y knockout, se encuentran en el estadio E9,5 del desarrollo embrionario.
Imagen tomada de Pinhasov et al., 2003.

En los ratones knockout para Adnp se ha estudiado la expresion de dos genes
implicados en desarrollo: Oct4 y Pax6. Oct4 es un marcador del epiblasto indiferenciado.
Este gen es un miembro de la familia de factores de transcripcién que poseen el dominio
POU vy su papel esencial es el mantenimiento de las células madre embrionarias y el
establecimiento del linaje de las células germinales. La expresién de Oct4 disminuye
durante la gastrulacion, cuando las células madre se diferencian. Pax6 es un gen crucial
para la formacion del cortex cerebral, y al contrario que Oct4, se expresa de forma tardia
durante el desarrollo embrionario, siendo detectado, como pronto, durante el estadio
E8,0 del desarrollo embrionario. Se ha visto que la expresién de Oct4 se encuentra
disminuida en los estadios E8,0-E8,5 en ratones wild type para Adnp. Sin embargo, en
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los ratones knockout para Adnp se ha visto que la expresion de Oct4 esta incrementada
durante el mismo estadio del desarrollo embrionario. Por el contrario, la expresién de
Pax6 es nula en el primordio del tejido cerebral de estos embriones knockout para Adnp.
De esto se deduce que Oct4 y Pax6 constituyen una parte del mecanismo de accién de
Adnp en la formacidn del cerebro, de forma que inhibe la divisién de la linea germinal y
favorece la activacion de la morfogénesis. De esta forma, se puede decir que Adnp es un
gen esencial para la organogénesis durante el desarrollo embrionario (Gozes, 2007;
Pinhasov et al., 2003).

1.2.3.- Regulacion de ADNP por el péptido intestinal vasoactivo (VIP)

Cuando se exponen células de la astroglia durante un corto periodo de tiempo
al neuropéptido VIP, el contenido de ARN mensajero de ADNP aumenta, siendo entre 2
y 3 veces mayor esta expresion (Bassan et al., 1999). Este incremento de expresion es
dependiente de la edad de los astrocitos (Zusev & Gozes, 2004). Las seiales de VIP se
transmiten a través de la interaccidon con receptores acoplados a la proteina G. Estos
receptores reciben el nombre de VPAC1, VPAC2 y PAC1. El polipéptido de la adenilato
ciclasa de la pituitaria (PACAP), es un neuropéptido que presenta una gran homologia
con VIP, por lo que es capaz de interactuar con los receptores arriba mencionados. De
esta forma, PACAP también es capar de regular la expresiéon de ADNP (Zusev & Gozes,
2004). Esto se produce a través de varios receptores de VIP, entre los que estarian
incluidos VPAC2 (Quintana et al., 2006; Zusev & Gozes, 2004), PAC1 y VPAC1, en funcién
de la célula sobre la que se vaya a actuar (Quintana et al., 2006; Zusev & Gozes, 2004).
Las actividades de VIP y PACAP dependen de la expresién de sus receptores sobre la
membrana celular de las células diana.

Debido a esta regulacidn, se ha sugerido que VIP posee un papel como factor
de crecimiento durante la embriogénesis de ratones. Mediante la incubacién de
embriones de ratdn con VIP, se observé un mayor crecimiento, incluyendo también un
mayor numero de somitas, un mayor volumen embrionario, un mayor contenido de ADN
y proteinas y un mayor numero de células en fase S del ciclo celular (Gressens, Hill,
Gozes, Fridkin, & Brenneman, 1993). Estos datos, junto al incremento de expresion de
ADNP tras la incubacién con VIP, sugirieren que el gen ADNP posee un papel vital en la
maduracion del cerebro, la cual esta mediada por un crecimiento embrionario
estimulado por VIP (Pinhasov et al., 2003).

1.2.4.- Distribucion celular de la proteina ADNP

El tipo celular en el cual se ha estudiado mas tanto la funcién como la
distribucién de ADNP son las células de la glia, concretamente, en astrocitos. La proteina
ADNP se localiza en el citoplasma y en el nucleo de los atrocitos. En el nucleo, la
estructura primaria de la proteina ADNP contiene motivos en su secuencia que sugieren
una actividad como factor de transcripcion. En el citoplasma, ADNP co-localiza con la
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tubulina y los microtubulos, pero no con los microfilamentos de actina. Dado que los
microtubulos son componentes clave de las neuronas y del cerebro en general, la
interaccion entre ADNP y la tubulina sugiere una correlacién funcional de ADNP en el
cerebro (Furman et al., 2004).

También se ha detectado la presencia de ADNP en el medio extracelular de
astrocitos, y ademads, la cantidad detectada aumenta cuando estas células estan en
presencia de VIP, al igual que se ha mencionado anteriormente con los niveles de ARN
mensajero (Furman et al., 2004). Se sabe que VIP activa los astrocitos para que estos
secreten factores neuroprotectores/neurotréficos, de forma que ADNP forma parte de
esta via de proteccidén estimulada por VIP. Ademas, la proteina ADNP presenta un
homeodominio muy similar al dominio homeobox de la familia de proteinas HOX. Las
proteinas HOX son factores de unién al ADN que estdn involucrados en la regulacién
transcripcional de procesos clave del desarrollo (Castelli-Gair Hombria & Lovegrove,
2003). Este homeodominio contiene una sefal de exportacidn nuclear conservada y una
sefial de localizacién nuclear (Furman et al., 2004; Gozes, Giladi, Pinhasov, Bardea, &
Brenneman, 2000; Gozes, Zamostiano, et al., 2000). El perfil de homeodominio de ADNP
incluye una secuencia rica en leucinas que es homologa a otras secuencias encontradas
en otros homeodominios (Gozes, Zamostiano, et al., 2000). Esta secuencia rica en
leucinas es necesaria para la secrecion de la proteina y para su exportacidn al nucleo.
También se ha encontrado una homologia entre la secuencia de importacion
citoplasmadtica y ADNP. Esta secuencia encontrada en el homeodominio de la proteina
es importante para la internalizacién de la proteina en las células. Ademas, la proteina
ADNP debe ser internalizada por otras células, como las neuronas, después de ser
secretada por las células de la glia (Furman et al., 2004).

1.2.5.- Significado fisiologico de ADNP: Genes diana de ADNP

Para la identificacion de genes diana sobre los que actiia ADNP, se han realizado
estudios utilizando ratones knockout, ratones con fenotipo control (wild type) y ratones
heterocigotos para la expresidon de Adnp. Concretamente, se utilizaron embriones que
se encontraban en el estadio E9,0 del desarrollo embrionario, ya que como ya se ha
mencionado, es cuando comienzan a apreciarse las diferencias morfolégicas y el retraso
en el desarrollo embrionario antes de producirse el aborto. Se encontraron 469 genes
cuya expresién se encuentra alterada en los ratones knockout para Adnp. De los 469
genes, la expresion de 248 es mayor si se compara con los controles, mientras que la
expresion de 221 genes es menor (Mandel, Rechavi, & Gozes, 2007).

Mediante posteriores andlisis funcionales, se ha dilucidado y dividido por
bloques funcionales los genes cuya expresidn incrementa y aquellos bloques funcionales
de genes cuya expresiéon disminuye (Figura 1.3) (Mandel et al., 2007):
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1.- Genes cuya expresion disminuye:

1.1.- Genes reguladores de la transcripcion: genes asociados con algin proceso
que regula la frecuencia, la velocidad o cantidad de sintesis de ARN.

1.2.- Organogénesis: Genes relacionados con la determinacion de la
morfogénesis de un tejido o de diferentes tejidos que trabajan juntos para llevar a cabo
una funcién especifica.

1.3.- Neurogénesis: Genes relacionados con el origen y la formacion del tejido
nervioso.

2.- Genes cuya expresion aumenta:

2.1.- Transporte de lipidos: proteinas asociadas con el trasporte de lipidos al
interior o exterior de la célula, o entre las células.

2.2.- Vacuolas liticas: mantenimiento de vacuolas con un pH acido que contiene
enzimas para la degradacidn, incluyendo una gran variedad de hidrolasas acidas.

2.3.- Coagulacidn: algunos procesos que regulan la frecuencia, ratio o grado de
coagulacion sanguinea, incluyendo proteasas o antiproteasas asociadas a la
embriogénesis.

Promotores regulados que

incrementan su actividad:
PPARG, HNF1, HNF4

Transporte
| de Lipidos

/’ Vacuolasliticas | [l Expresién I

Regulacién

dela -
expresion —
"
multiples

genes

Neurogénesis

—H0 Expresion

Regulacion de la
transcripcion

Promotores regulados que
disminuyen su actividad:
ZF5, E2F

Figura 1.3.- Esquema que resume las diferentes rutas reguladas por Adnp. En el esquema se
pueden observar las familias de genes cuya expresion aumenta o disminuye en embriones
knockout homocigotos para Adnp, asi como la accidn sobre diferentes promotores. Modificado

de Mandel et al., 2007.
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Por tanto, estos genes cuya expresiéon aumenta o disminuye segun la expresion
0 no expresién de Adnp, se consideran genes diana de ADNP. Ademads, en las células
neuronales diferenciadas existe una interaccién entre ADNP y la cromatina. Esta
interaccion incluye los promotores de estos genes cuya expresion varia entre embriones
knockout y embriones control. Sin embargo, esta interaccién no se produce en células
neuronales no diferenciadas (Mandel et al., 2007).

1.2.6.- Interaccion de ADNP con la proteina heterocromatina 1a (HP1a)

Se ha comprobado que ADNP interactia con la cromatina en las células P19
diferenciadas. Ademas, en la proteina ADNP se ha identificado una regién de unién a la
proteina heterocromatina 1la (HP1a). La interaccion se produce mediante la regién de
unidon denominada PxVxL (Thiru et al., 2004). Esta regién de unidn esta conservada en
humanos, ratas y ratones. HP1a se asocia a la regulacion epigenética de la expresion de
genes a través de este dominio conservado en la proteina ADNP. HP1a también se asocia
con la regulacion de la transcripcion mediante la interaccion con la cromatina y una serie
de proteinas nucleares (Lechner, Schultz, Negorev, Maul, & Rauscher, 2005). HP1la
participa en la condensaciéon de la cromatina y tiene una funcién bien establecida en la
heterocromatina, mediando el silenciamiento de genes (Eissenberg & Elgin, 2000),
conduciendo hacia la diferenciacién celular (Cammas et al., 2002) y cambiando el grado
de asociacion de la cromatina (Meshorer et al., 2006).

ADNP y HP1la se unen e interactian juntos en las células diferenciadas y no
diferenciadas.

1.2.7.- ADNP y el complejo remodelador de la cromatina SWI/SNF

El complejo SWI/SNF de mamiferos es un complejo remodelador de cromatina
multiprotéico que esta formado por al menos diez elementos. Existen dos complejos
SWI/SNF diferentes, caracterizados por la presencia de una Unica subunidad: BAF250 o
BAF180, que se definen como BAF o PBAF respectivamente. BAF puede contener BRG1
o BRM como subunidad motora central, mientras que PBAF solo contiene BRG1
(CRISTIANO SIMONE, 2006).

En vertebrados, la remodelaciéon de la cromatina dependiente de ATP esta
mediada por el complejo BAF (del inglés BRG1-associated factors). El complejo BAF en
humanos esta formado por 15 subunidades, donde una de las dos subunidades del
nucleo es homologa a la ATPasa y siempre estd presente: SMARCA4 o SMARCA2 (Ronan,
Wu, & Crabtree, 2013). La composiciéon exacta de las subunidades del complejo
remodelador de la cromatina determina las caracteristicas funcionales y la especificidad
del tejido. Respecto al desarrollo neuronal, un cambio de tres subunidades en la
composicidon del complejo predispone a las células progenitoras neuronales hacia un
estado post-mitético e inicia de forma dependiente el crecimiento de dendritas y el
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desarrollo axonal. Esta transicion ocurre en todas las neuronas e ilustra el papel del
complejo BAF en el desarrollo (Lessard et al., 2007). Los defectos que se produzcan en
el funcionamiento global del complejo pueden resultar en multiples defectos en el
organismo (Ho & Crabtree, 2010).

ADNP es clave para el correcto funcionamiento del complejo BAF (Figura 1.4).
La relacién funcional entre ADNP y el complejo BAF se produce mediante interacciones
proteina-proteina de ADNP con varias de las subunidades de BAF (Mandel & Gozes,
2007). ADNP se une directamente a BRG1 a través de su extremo carboxilo terminal.
Ademas, se ha demostrado la existencia de interacciones reciprocas entre ADNP, la
proteina HPla y el complejo BAF. ADNP es reclutado hacia la heterocromatina
pericentromérica mediante la unidon del motivo PxVxL y el motivo ARK a la proteina
HP1a. ADNP, mediante los dedos de cinc y el dominio homeobox, funciona como una
proteina de anclaje que se une a posiciones especificas en el ADN para guiar a las
proteinas del complejo remodelador de la cromatina hacia las regiones diana. Por este
motivo, una disfuncién de ADNP resulta en una desregulacién de la remodelacidon de la
cromatina mediada por BAF.

Neurogenill

— NeuroD

Figura I.4.- Esquema de la interaccidn entre ADNP y el complejo remodelador de la
cromatina. Este esquema ilustra las interacciones explicadas en el texto entre ADNP, las
proteinas del complejo remodelador de la cromatina y con la proteina HP1a. Esquema tomado
de Mandel & Gozes, 2007.

1.3.-Péptido NAP

El péptido NAP es un potente neuropéptido derivado de la proteina ADNP que
posee una funcién neuroprotectora. Mediante el escaneo de la proteina ADNP con el
objetivo de encontrar fragmentos activos, se encontrd este péptido, cuya secuencia de
aminodcidos es Asn-Ala-Pro-Val-Ser-lle-Pro-GIn o NAPVSIPQ segun el cédigo de
aminodcidos basado en una Unica letra. Como se ha mencionado previamente, la
proteina ADNP proporciona neuroproteccién a concentraciones muy bajas. En los
cultivos celulares, se ha demostrado que NAP proporciona proteccién frente a toxicidad
asociada con el péptido beta-amiloide, bloqueo eléctrico, frente a estrés oxidativo,
deprivacion de nutrientes e intoxicacion con cinc.

NAP se ha identificado como un potente neuroprotector en un modelo animal
de deficiencia en apolipoproteina (ratén knockout para ApoE) (Bassan et al., 1999).
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Debido a que el transportador de lipidos, ApoE, se considera un factor de riesgo en la
enfermedad del Alzheimer (Bassan et al., 1999; Gozes et al., 1997), y a que los ratones
heterocigotos para ADNP exhiben déficits en la memoria a corto plazo que mejora con
el tratamiento crénico con NAP, se considera a este péptido como un tratamiento
prometedor contra los déficits de memoria a corto plazo asociados con el Alzheimer.
Mediante el empleo de un modelo animal en el cual se induce un deterioro del sistema
cognitivo mediante el bloqueo de la absorcidn de colina, se ha visto que NAP es capaz
de mejorar este deterioro. Tras la administracion intranasal del péptido NAP a estos
animales, se observa una mejora del rendimiento en el test de Morris (Gozes, Giladi, et
al., 2000). Otros experimentos han identificado a NAP como un factor neurotréfico, de
forma que estimula la elongacion de las neuritas (Lagreze et al., 2005; Smith-Swintosky,
Gozes, Brenneman, D’Andrea, & Plata-Salaman, 2005; Visochek, 2005). De forma
colectiva, estos resultados proporcionan las bases para el desarrollo de dos
formulaciones de NAP: AL-108 para la administracion intranasal, y AL-208 para la
administracion intravenosa.

1.3.1.- Desarrollo del péptido NAP como agente para el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas (ejemplo de la enfermedad de
Alzheimer)

Vamos a partir de la enfermedad de Alzheimer para poder entender los
antecedentes por los que se llega al posible uso de NAP como terapia. Las deficiencias
del aprendizaje, la memoria y otros aspectos de la cognicién que son caracteristicos de
la enfermedad del Alzheimer, pueden ser el resultado de déficits en la neurotransmisién
colinérgica. Se sabe desde hace varios afios que las neuronas requieren factores
neurotréficos para su desarrollo y supervivencia. En ausencia de estos factores se
produce la muerte celular programada (apoptosis). Las neuronas colinérgicas de la parte
basal del cerebro anterior expresan receptores del factor de crecimiento nervioso (NGF).
Se ha visto que el tratamiento con NGF promueve la supervivencia de estas neuronas en
los modelos animales. Por lo tanto, es razonable considerar que una insuficiencia en los
factores neurotréficos puede contribuir a la degeneracidn neuronal prematura de las
neuronas colinérgicas en el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas como el
Alzheimer.

Sin embargo, existen una serie de obstaculos para el uso terapéutico de las
proteinas neurotréficas. Estos problemas serian la llegada de estos factores a las
regiones cerebrales apropiadas y los efectos adversos que se puedan producir, tales
como toxicidad sistémica o proliferacion deletérea de las células de la glia. Si se
administra de forma sistémica el factor de crecimiento nervioso (NGF), este no es capaz
de cruzar la barrera hematoencefdlica. Se puede realizar una administraciéon
intraventricular, pero para ello se requiere la implantacién quirdrgica de un sistema de
bombeo, que conlleva el riesgo de una infeccidn grave junto con otros efectos adversos
significativos. La terapia génica también es posible, pero requiere manipulaciones
genéticas ademas de invasivas (Tuszynski et al., 2005).
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Una aproximacion alternativa para el desarrollo de terapias neurotroficas para
el Alzheimer u otras enfermedades neurodegenerativas, es el uso de pequeios péptidos
con actividad neurotréfica/neuroprotectora que puedan llegar al tejido cerebral. En este
momento es cuando entran en juego ADNP, y NAP, como péptido con funcidn
neurotroéfica y neuroprotectora.

Como se ha mencionado previamente en esta Tesis Doctoral, ADNP es un gen
altamente conservado (Bassan et al., 1999; Zamostiano et al., 2001) que es crucial para
la formacion del cerebro (Pinhasov et al., 2003) y su mantenimiento (Furman et al.,
2004; Gozes, Zaltzman, et al., 2005; Zaltzman et al., 2004). ADNP es secretado desde las
células de la glia para proporcionar neuroproteccion (Furman et al., 2005). Como se ha
indicado al inicio de este apartado, mediante el escaneo de la proteina ADNP para
detectar fragmentos con actividad, se localizdé un péptido formado por ocho
aminodcidos: Asn-Ala-Pro-Val-Ser-lle-Pro-GIn o NAPVSIPQ segun el cdédigo de
aminodcidos basado en una Unica letra. De forma abreviada se conoce a este péptido
como NAP. Esta secuencia posee actividad neuroprotectora, lo que atribuye a ADNP una
funcién muy importante. Como posible uso terapéutico, NAP puede administrase de
forma intranasal (Gozes, Giladi, et al., 2000) o por via intravenosa (Leker et al., 2002).
NAP proporciona proteccion a las células nerviosas a concentraciones muy bajas. Estos
datos hicieron posible que se realizara una formulacién de farmacos neuroprotectores
para el tratamiento del Alzheimer (Bassan et al., 1999; Gozes, Giladi, et al., 2000). El
interés por NAP crecié debido a su eficacia en cultivos de células neuronales (Tabla I.1)
y en modelos animales, protegiendo a estos frente a la toxicidad asociada a los beta-
amiloides, la excitotoxidad producida por N-metil-D-aspartato (NMDA) (Bassan et al.,
1999), frente al bloqueo eléctrico producido por la tetrodotoxina (Bassan et al., 1999),
frente a GP-120 (la proteina de la envoltura del virus del SIDA) (Bassan et al., 1999),
frente al estrés oxidativo (Bassan et al., 1999; Offen et al., 2000; Steingart, Solomon,
Brenneman, Fridkin, & Gozes, 2000; Wilkemeyer, Menkari, Spong, & Charness, 2002;
Zemlyak, Furman, Brenneman, & Gozes, 2000) , la deprivacién de glutatién (Offen et al.,
2000), el dafio producido por alcohol (Wilkemeyer et al., 2003), la dopamina (Offen et
al., 2000), la toxicidad del factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) (Beni-Adani et al.,
2001), frente a la deprivacion de nutrientes (Lagréze et al., 2005; Zemlyak et al., 2000),
y frente a la toxicidad producida por el cinc (Divinski, Mittelman, & Gozes, 2004). En los
modelos animales (Tabla 1.2), se ha observado que NAP es capaz de ejercer
neuroproteccion in vivo frente a la deficiencia en ApoE (Bassan et al., 1999), lesiones
cerebrales traumaticas (Beni-Adani et al., 2001; Zaltzman, Alexandrovich, Trembovler,
Shohami, & Gozes, 2005), accidente cerebrovascular (Leker et al., 2002), sindrome de
alcoholismo fetal, estrés oxidativo severo (Spong, Abebe, Gozes, Brenneman, & Hill,
2001; Wilkemeyer et al., 2003) y frente a la toxicidad colinérgica (Gozes, Giladi, et al.,
2000).
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Tabla I.1.- Resumen de los efectos de NAP sobre diferentes modelos in vitro. Modificado de

Gozes, Morimoto, et al., 2005

Modelo

Células de feocromocitoma de rata
(pc12)

Neuroblastoma humano

Sensibilidad a alcohol

Neuronas corticales en cultivos
mixtos de neuronas y células de glia

Cultivos enriquecidos en neuronas
corticales

Astrocitos corticales
Células ganglionares de la retina

Cultivos de neuronas del hipocampo
de rata

Neuronas corticales embrionarias
humanas

Tabla 1.2.- Resumen de los efectos de NAP sobre diferentes modelos in vivo. Modificado de

Gozes, Morimoto, et al., 2005.

Modelo Especie
Deterioro del Sistema
L Rata
Cognitivo
Deficienciaen n
) ; Raton
apolipoproteina E
Ratdn
Trauma cerebral
Raton

Oclusion de la arteria
cerebral

Rata
Mediana edad
Ratén
Ratdn
Esclerosis multiple
(encefalomielitis
autoinmune)
Raton
Sindrome alcohdlico n
Ratén

fetal

Ratas con hipertensidon

Agente causante de dafio celular
Lineas celulares
Estrés oxidativo (H,0,)
Toxicidad por dopamina

Toxicidad producida por el factor alfa
de necrosis tumoral (TNFa)

Reduccién del glutatién (GSH)
Toxicidad producida por el alcahol

Cultivos primarios (células de rata)

Toxicidad relacionada con la
enfermedad del Alzheimer (péptido
B-amieloide)

Toxicidad relacionada con SIDA
(gp120)

Excitotoxicidad (NMDA)
Bloqueo eléctrico (tetrodoxina)

Deprivacién de glucosa
Toxicidad producida por cinc
Medio libre de suero
Crecimiento de neuritas ralentizado

Cultivos primarios (células humanas)

Sindrome de Down

Estrés oxidativo (H,0,)

Administracion de NAP

Introduccion

Concentracion a la que se ejerce

Dosis Protectoras

proteccién

1097 -10% M
10161010 M
104 M
104107 M

>10 M

105 -105 M

10551020 M
1016108 M

1018 — 1044 M
101 -10°M

1012 M

1045 - 1040 M

104 - 1010 M

101 - 102 M

105 -101 M

10%5-10 M

Efectos que produce el

tratamiento

Administracién crénica
por via intranasal

Administracion cronica
por via subcutanea

Administracion por via
subcutdnea

Administracién crénica
por via subcutanea

Administracién por via
intravenosa

Administracién crénica
por via intranasal

Administracién cronica
por via intranasal

Administracién crénica
por via intranasal

Administracion por via
intravenosa

Administracion
intraperitoneal

18

Mejora la capacidad

2uefke cognitiva
Mejora la capacidad
0.25-05 ug/g cognitiva
Reduce la mortalidad y
Z25= .
025-03 pefe mejora la recuperacién
Mejora la recuperacién
0,25-0,5 ug/g y mejora la capacidad
cognitiva
Protege frenteala
3.30 pg/ke apoptosisy mejora la
recuperacion
Mejora la capacidad
2
He/kg cognitiva
12,5 pg/kg Ansiolitico
Protege frentea la
2 k
O perke paralisis
Protege frenteala
0,3 ug paralisis y el dafio
axonal
Protege frente al dafio
1-2pe/e &

fetal
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1.3.2.- Mecanismo de accion del péptido NAP

Como hemos visto, la administracién de NAP produce un amplio espectro de
efectos neuroprotectores tanto in vitro como in vivo. La pregunta que surge es como un
simple compuesto puede proporcionar neuroproteccion con un espectro de accion tan
amplio.

Hay que recordar que NAP deriva de la proteina neuroprotectora dependiente
de actividad ADNP, la cual es una proteina altamente conservada en humanos vy
roedores y que es esencial para la formacidon y funcidn del cerebro (Bassan et al., 1999;
Pinhasov et al., 2003; Zamostiano et al., 2001). Mediante el uso de anticuerpos que
reconocen el motivo de la secuencia NAP, se demostré que ANDP interactda con la red
de microtubulos (Furman et al., 2004). Concretamente, se identificd la unién de NAP a
la tubulina, la cual es la subunidad principal de los microtibulos. Mediante
cromatografia de afinidad se detectd que la unién de NAP a la tubulina se encuentra
favorecida en astrocitos (Divinski et al., 2004). NAP es capaz de penetrar en las células e
interactuar directamente con la red de microtubulos. Diversos estudios han demostrado
que NAP promueve el ensamblaje de la tubulina en los microtubulos (Gozes, 2004).

Los microtubulos son elementos clave del citoesqueleto que se encuentran en
todas las células eucariotas. Proporcionan soporte estructural, participan en la
segregacion de los cromosomas y en el tréfico intracelular. Ademas, los microtubulos
neuronales son esenciales para el trasporte axonal y la transmisién de sinapsis (Baas &
Ahmad, 2013; Verhey & Gaertig, 2007). Por ello, los microtubulos son las mayores dianas
reguladoras para la regeneracion axonal. De esta forma, su estabilidad y organizacién
determinan el destino de los axones (Erturk, Hellal, Enes, & Bradke, 2007). El principal
componente del tubo que forma los microtubulos es el heterodimero formado por la a
y la B tubulina. El isotipo B-lll-tubulina es un marcador neuronal durante el desarrollo
embrionario y en la maduracién del sistema nervioso humano (Katsetos, Herman, &
Mork, 2003; Luduena, 1998). La B-lll-tubulina juega un papel fundamental en la
neurogénesis temprana, de forma simultdnea o coordinada con otras proteinas
asociadas a microtubulos (proteinas MAPs) (Ferreira & Caceres, 1992), de forma que
promueve la extensién de las neuritas potenciando la polimerizacion de los
microtubulos durante la neuritogénesis temprana (Gard & Kirschner, 1985).

Mediante la incubacion del péptido NAP con cultivos de células de la neuroglia,
se ha observado una unién preferente de NAP por la tubulina neuronal (Gozes &
Barnstable, 1982). Esto indica que la exposicién de las células con NAP conduce a la
polimerizacién de los microtubulos, produciendo estructuras similares a mallas en los
cuerpos neuronales. También se ha observado un crecimiento de las neuritas cuando
estas son tratadas con el péptido, de forma que puede encontrarse el doble de neuritas
en los cultivos tratados con NAP con respecto a los no tratados. Cabe destacar que los
cambios en la organizacion de los microtubulos y en la morfologia celular también se
detectan a nivel celular (Divinski, Holtser-Cochav, Vulih-Schultzman, Steingart, & Gozes,
2006).
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Por tanto, el péptido NAP protege a las neuronas a través de la reorganizacion
de los microtubulos (Divinski et al., 2006, 2004), promoviendo el crecimiento de las
neuritas (Gozes & Spivak-Pohis, 2006) y proporcionando neuroproteccidn. El mecanismo
de accion de NAP involucra (Oz, Ilvashko-Pachima, & Gozes, 2012):

1.- Cambios rapidos en la estabilidad de los microtubulos mediante cambios en
el ciclo de tirosinacién de la a-tubulina.

2.- Incremento del contenido de microtubulos y proteccion frente a la
disrupcion de microtubulos.

3.- Incremento de la dindmica de microtubulos en el crecimiento del cono
axonal.

4.- Incremento del drea de trabajo de los microtubulos en la célula.

5.- Induccién de la diferenciacion neuronal a nivel de la expresion de B-lll-
tubulina.

El péptido NAP afecta a la invasidon de los microtubulos en los conos de
crecimiento en las células neuronales primarias. Las neuronas primarias poseen,
dependiendo de la localizacion celular, una gran cantidad de modificaciones
postranscripcionales (PTMs) de los microtubulos (Arregui, Busciglio, Caceres, & Barra,
1991; Jennetta W. Hammond,*t Chun-Fang Huang & Catherine Jacobson,¥§ Gary
Banker, 2010). En las neuronas primarias, los mayores cambios que acompafan a la
transformacién de las neuritas hasta el futuro axén se producen en el cono de
crecimiento. Esto involucra un incremento en el crecimiento del tamafio del cono
axonal, la expansién de los lamelipodios, un acortamiento de los filamentos de actina,
un incremento en la dindmica de la actina, un incremento en el nimero y longitud de
los microtibulos recién ensamblados y la penetracién de los microtubulos hasta los
dominios central y periférico del cono de crecimiento (Bradke & Dotti, 1997; Bradke,
Dotti, Bradke, & Dotti, 2016; Kunda, Paglini, Quiroga, Kosik, & Ca Ceres, 2001).

El tratamiento con NAP también incrementa la expresidn de la B-llI-tubulina en
las células PC12 (Oz et al., 2012). Se sabe que el tratamiento con NAP:

1.- Incrementa la red de microtubulos en las células PC12, lo cual precede al
“brote” de nuevas neuritas.

2.- Afecta a la dindmica de microtubulos en la invasién hasta el cono de
crecimiento en neuronas primarias.

Tras la realizacion de diferentes estudios, se ha visto que NAP ejerce su funcidn
sobre los microtibulos mediante su interaccion con las proteinas de unién a
microtubulos (EBs). La familia de proteinas de unidn a los microtubulos estd formada
por tres miembros: EB1, EB2 y EB3. Para entender la dependencia de estas proteinas
respecto a la actividad de NAP, se han realizado diferentes experimentos consistentes
en el silenciamiento de las diferentes proteinas de unidon a microtubulos y se evalué
también la actividad de NAP mediante el estudio de los microtubulos. Para analizar la
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proteccion que ejerce NAP frente al silenciamiento de estas proteinas, se uso la
toxicidad producida por el zinc, ya que se conoce que:

1.- Altas concentraciones de zinc conducen hacia la despolimerizacion de los
microtubulos, lo cual es revertido por NAP en las neuronas (Divinski et al., 2006), en
células de la glia (Divinski et al., 2004) y en las células PC12 (Oz et al., 2012).

2.- La toxicidad del zinc induce la neurodegeneracién (Oz et al., 2012).

Cuando las proteinas EBs estan silenciadas (no se expresan), aunque se afiada
el péptido NAP al cultivo celular, no se produce la neuroproteccion. Por tanto, NAP
requiere que la expresion de EB1 y EB3 esté intacta para llevar a cabo su funcién
protectora (Oz et al., 2014).

Por tanto, el mecanismo mediante el que NAP ejerce sus funciones
neuroprotectoras involucra el mantenimiento de la dinamica de la red de microtubulos,
mediante la interaccidn directa con los elementos que les forman.

1.3.3.- Caracteristicas moleculares del péptido NAP

NAP posee un peso molecular de 824,9 g/mol. La estructura secundaria de NAP
se ha determinado tanto en soluciones acuosas como orgdnicas mediante una serie de
estudios de dicroismo circular. De esta forma se vio que NAP es soluble tanto en
soluciones acuosas como en soluciones organicas.

NAP es estable durante al menos 24 meses cuando se almacena a una
temperatura de -202C y durante 3 meses cuando se almacena a 252C con una humedad
relativa del 60 % 6 a 402C con una humedad relativa del 75 %. Durante estos periodos
de tiempo y bajo estas condiciones, no se han observado cambios en la apariencia y
pureza de NAP.

La secuencia primaria de NAP presenta las siguientes caracteristicas
estructurales y funcionales:

- Permite la penetracién a través de las membranas lipidicas, como es el caso
de la membrana celular y de la barrera hemato-encefalica.

- Seune alatubulina y promueve el ensamblaje de los microtubulos.

- Posee caracteristicas intrinsecas que le permiten desplegar la estructura de
[dmina B de otras proteinas, actuando por tanto como un péptido
chaperona que protege frente a la toxicidad de las placas B-amiloides
asociadas con el Alzheimer.
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1.4.- Sindrome ADNP

El autismo es un trastorno del desarrollo neuronal caracterizado por
limitaciones en la interaccidn social y la comunicacién en combinacién con estereotipias,
comportamiento repetitivo y una falta de interés (American Psychiatric Association,
2013). Los sintomas normalmente aparecen antes de los 3 afios de edad. La prevalencia
de esta enfermedad ha aumentado en las ultimas décadas, afectando a 1 de cada 68
individuos (U.S. Department of Health and Human Services, 2014). En toda la poblacion
estudiada se ha observado algin componente genético subyacente. La probabilidad de
heredabilidad es de un 50 %, con un incremento del riesgo de 10 veces en familiares de
primer grado y de 2 veces en familiares de segundo grado (Sandin et al., 2014).

El sindrome del espectro autista se define como autismo en combinacién con
otros sintomas clinicos. A menudo se observa comorbilidad que incluye discapacidad
intelectual, epilepsia y desordenes psiquiatricos.

Las causas monogenéticas mas frecuentes del sindrome del espectro autista
incluyen el Sindrome del X Fragil y el Sindrome de Rett (Amir et al., 1999; Rooms & Kooy,
2011). Los sindromes genéticos especificos que causan el autismo (deleciones
cromosomales submicroscépicas o duplicaciones en posiciones fijas del genoma)
incluyen la duplicacién 15g11-13 del Sindrome de Prader-Willi/Angelman y las variantes
de copia numérica recurrentes (CNV) en la regiéon 16p11.2 (Sanders et al., 2011).
También existen anormalidades cromosdmicas visibles microscépicamente asociadas
con el autismo como son el Sindrome del cromosoma 15 isodicéntrico (Mendelsohn &
Schaefer, 2008). Al comparar pacientes sanos y controles junto con pacientes con
trastornos del espectro autista (ASD), también se ha observado un exceso de CNVs de
novo no recurrentes (Pinto et al., 2010).

En la actualidad también se utilizan la secuenciaciéon del genoma y del exoma
para la identificacion de genes relacionados con el autismo. Esta aproximacién se basa
en que anteriormente ya se ha utilizado la secuenciacién del genoma para la
identificacion de las causas genéticas de trastornos del desarrollo neurolégico (Veltman
& Brunner, 2012). En el estudio de Veltman y Brunner comenzé a emplearse el
denominado “estudio trio”, el cual consiste en realizar la secuenciacion del exoma del
paciente y del exoma de los padres del paciente. En el autismo, mediante la
secuenciacion del exoma, se han encontrado polimorfismos de un solo nucleétido
(SNPs) deletéreos que son mads prevalentes en pacientes con familiares que no estan
afectados o en controles. Los genes que frecuentemente presentan mayor tasa de
mutacion en pacientes con autismo son CDH8, SCN2A, DYRKIA y CTNNB1 (Krumm,
O’Roak, Shendure, & Eichler, 2014; Roak et al., 2012). Muchos genes implicados en el
Sindrome de Espectro Autista han sido previamente identificados por ser la causa de
otras enfermedades: enfermedades infecciosas, epilepsia, esquizofrenia o trastornos
bipolares. Esto sugiere una superposicidén en la etiologia subyacente de los trastornos
del desarrollo neurolégico.
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Actualmente, las anormalidades genéticas identificadas para el autismo
explican el 15 % de los casos (Carter & Scherer, 2013; Mendelsohn & Schaefer, 2008).
En el 1 % de los casos no hay un Unico gen mutado, los genes que producen el autismo
convergen funcionalmente afectando a rutas celulares y a las redes de interaccién
proteina-proteina (Krumm et al., 2014; O’Roak et al., 2012; Pinto et al., 2014). Las rutas
mas afectadas son la via de sefializacion Wnt, la via que implica la funcidn sinaptica y la
ruta de remodelacion de la cromatina.

1.4.1.- Identificacion de mutaciones en ADNP en pacientes con autismo

Con la intencidon de identificar nuevos genes causantes del autismo, en
diferentes trabajos se ha analizado una gran cohorte de pacientes con autismo. En uno
de estos estudios se identifico la primera mutacion de novo en la proteina
neuroprotectora dependiente de actividad (ADNP): p.Lys408Valfs*31 (O’Roak et al.,
2012). En total, se secuencié el genoma de 209 familias en busca de alguna mutacién
mads, pero no se encontraron nuevas mutaciones, ni en el gen ADNP ni en ningln otro
gen. Por este motivo se re-secuenciaron los genes candidatos con mayor probabilidad
de presentar alguna mutacidn, incluyendo al gen ADNP. Para ello se utilizé la tecnologia
de secuenciacion MIP (del inglés Molecular Inversion Probe) (Roak et al., 2012). En este
estudio se incluyeron 2.446 probandos, y se encontrd la mutacién de novo adicional
p.Tyr719%, al igual que la anterior mutacion citada, también en el gen ADNP.

También se han buscado posibles mutaciones en la cohorte que compone el
NHLBI GO Exome Sequencing Project (ESP), encontrdndose la mutacion
p.Gly1094Profs*5, heredada de un progenitor no afectado. Esta mutacion esta
localizada en el extremo carboxilo terminal de la proteina ADNP, tras el ultimo dominio
funcional conocido.

En el proceso de optimizacién del diagndstico para la introducciéon de la
secuenciacion del exoma como herramienta de diagndstico, se descubrid otra mutacién
en ADNP. Esta vez en una cohorte de pacientes pequefia. Estos pacientes sufrian
autismo y/o discapacidad intelectual (Helsmoortel et al., 2015). Tras estudiar una
cohorte de 148 pacientes con autismo, no se encontrd ninguna otra mutacion.
Combinando los datos de la secuenciacién del exoma y mediante la re-secuenciaciéon
realizada en multiples centros, se identificaron 10 pacientes con mutaciones en ADNP
(Helsmoortel et al., 2014). Con estos datos, se puede decir que la frecuencia de
mutaciones de novo en ADNP es significativamente alta (p = 0,001852) en pacientes
comparando la cohorte procedente de ESP y de controles adicionales obtenidos desde
la base de datos Simons Siblings. En la tabla I.3 se puede encontrar un resumen con las
mutaciones encontradas hasta el momento en ADNP relacionadas con el Sindrome de
Espectro Autista.
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Tabla I.3.- Mutaciones encontradas hasta el momento en el gen ADNP relacionadas con el
Sindrome ADNP. Las coordenadas hacen referencia al genoma GRC37. Modificado de
Helsmoortel et al., 2014.

Mutacién en el ADNc

Mutacién en el ADN gendmico (chr20) complementario (NM_015339.2) Proteina Tipo de mutacién Heredabilidad

Cambio del marco de

g.49508752_49508755delTTTA €.2496_2499delTAAA p.Asp832Lys*80 g de novo
£.49510040G>T c.1211C>A p.Serd404* Sin sentido de novo

O Cambio del marco de
£.49510028_49510029delTT ¢.1222_1223delAA p.Lys408Valfs*31 lecturs de novo
£.49503086_49509098delATTTGCTCGTAAG  ¢.2153_2165delCTTACGAGCAAAT | pThr718Glyfs*12 Camb"’I::tL’;a'w de de novo
£.49509094G>C €.2157C>G p.Tyr719* Sin sentido de novo
.49508757_49508760delTTAA .2491_2494delTTAA p.Lys831llefs*81 Camb'ol::t:_‘rr:am de de novo
£.49508443delG ¢.2808delC p.Tyro36* Capbloi=arcalde de novo

lectura
g.49509321G>A c.1930C>T p.644Arg* Sin sentido Padres no secuenciados

£.49509094_49509095insT €.2156_2157insA pTyr719* Ca”‘b"’lfc‘i'u';‘;a’c" £e de novo

1.4.2.- Mecanismo mutacional del gen ADNP

Todas las mutaciones encontradas hasta el momento en el gen ADNP se
producen en heterocigosis (en homocigosis, como ya se ha mencionado con
anterioridad, la mutacién es letal en ratén). Ademds, van acompafiadas de un
desplazamiento en el marco de lectura, o son variantes sin sentido. Todas las
mutaciones se localizan en el extremo 3’del ultimo exdn de ADNP (en el exdn 5, donde,
hay que recordar, se localizan codificados los dominios funcionales de la proteina)
(Helsmoortel et al., 2014).

Las mutaciones conocidas hasta la fecha en ADNP conllevan una pérdida de al
menos 116 aminodacidos del extremo carboxilo terminal de la proteina. Dado que todas
las mutaciones se localizan en la misma regioén, es ldgico pensar que las mutaciones se
deben a un mecanismo mutacional como resultado de la arquitectura local del genoma.
Sin embargo, en la regién donde se codifica el gen ADNP no existen repeticiones simples
o en tdndem. Al estudiar los niveles de ARN mensajero de ADNP en células procedentes
de pacientes que poseen mutaciones con parada de lectura de la proteina, no se ha
encontrado que estos niveles de expresion estén desregulados (Helsmoortel et al., 2014;
Kervestin & Jacobson, 2012). Sin embargo, si se ha observado una sobreexpresion de
ADNP en estos pacientes. Se ha hipotetizado sobre una posible auto-regulacién de la
expresion del gen ADNP mediante un mecanismo de retroalimentacion negativa (Oz et
al., 2012). Segun esta hipotesis, en los pacientes con una mutacion en el gen ADNP, se
produciria una incapacidad de la proteina mutante para unirse a su propia region
promotora y llevar a cabo el mecanismo de retroalimentacion negativa. De esta forma,
se habria un defecto en la regulacion de la transcripcion de este gen.

Esta hipdtesis se corresponde con un mecanismo cuyo resultado es una
mutacion dominante negativa. La reduccién de la expresion de ADNP en las muestras
haploinsuficientes podria indicar que la proteina mutada desregula Ila
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retroalimentacion. Esta desregulacion deberia ser consecuencia de la incapacidad de los
cofactores de la regién promotora, mientras que, a la vez, la proteina no mutada se une
al sitio de unién del promotor. La proteina ADNP mutada podria ocupar secuencias diana
alternativas, aunque no sea capaz de unirse, por ejemplo, a la proteina HP1a ni a BAF.
A pesar de la presencia del complejo BAF funcional, la remodelacién de la cromatina se
encuentra obstaculizada conduciendo a alteraciones en los patrones de expresidn
génica de los genes regulados por ADNP.

1.4.3.- Caracteristicas clinicas del Sindrome ADNP

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), una enfermedad rara es
aquella que tiene una baja frecuencia en la poblacién, afectando a un niumero limitado
de personas. Para considerar a una enfermedad o sindrome como rara, esta debe
afectar a menos de 5 de cada 10.000 habitantes. El Sindrome ADNP (también conocido
como Sindrome Helsmoortel-VanDerAa, HDVAS) puede englobarse dentro del grupo de
enfermedades raras, ya que su prevalencia se estima en 1 de cada 27.000 nifios en
Estados Unidos y Europa (Fuente: ADNP Kids Research Foundation). Se trata de un
desorden genético complejo que afecta principalmente al desarrollo de los pacientes
gue presentan mutaciones en el gen ADNP.

Con el objetivo de poder unificar las caracteristicas clinicas comunes de este
Sindrome, se ha creado el Consorcio ADNP, el cual estd integrado por diversos
investigadores y personal médico implicados en la investigacidn de este sindrome. Entre
los integrantes de este consorcio, se encuentra la fundacion ADNPKids, la cual estd
formada por los padres de los pacientes. Hasta la fecha actual, han sido descritos 71
pacientes procedentes de 16 paises con mutaciones en el gen ADNP. Gracias al estudio
y a la informacién recabada por el Consorcio ADNP, sabemos que la mutacién mas
frecuente a nivel proteico es p.Tyr719*. Ademas, también se han recopilado las
diferentes anomalias y manifestaciones clinicas encontradas en los pacientes con
mutaciones en el gen ADNP. Estas manifestaciones clinicas afectan a todas las areas y
sistemas del cuerpo. A continuacién, se describen brevemente y se encuentran
resumidas en la figura I.5.

» Anormalidades congénitas: Problemas renales, anormalidades en piesy
manos, problemas cardiacos.

» Apariencia facial: Frente prominente con una linea de nacimiento del cabello
alta, puente nasal ancho, nariz pequefia, orejas pequefias con una
implantacion baja.

» Crecimiento vy Sistema Endocrino: Baja estatura, deficiencias
hormonales, hipotiroidismo.

» Desarrollo: Retraso en el desarrollo motriz, hipotonia, patrén de marcha
anormal, retraso en el habla.

» Caracteristicas autistas: Fuerte interés sensorial, uso repetitivo de
objetos, movimientos estereotipados, trastorno del procesamiento
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sensorial, problemas de conducta, alto umbral del dolor, hiperactividad,
problemas de suefio, ansiedad, comportamiento auto-agresivo.

» Sistema Nervioso: Discapacidad intelectual, diversas anomalias
cerebrales.

» Sistema Digestivo: Problemas gastrointestinales, gran apetito,
problemas de movimiento oral, problemas con la aspiracion.

» Problemas visuales: Hipermetropia, estrabismo, miopia y astigmatismo.

» Otros problemas: Hipermovilidad articular, escoliosis leve, problemas
de cadera, infecciones recurrentes.

Caracteristicas Clinicas del Sindrome ADNP

Textura del cabello diferente Cabello gris al azar

Frente prominente Linea del pelo alta

Ojos ligeramente rasgados Media flaring of eyebrows

Orejas bajas Ojos separados

Puente nasal ancho Nariz pequena

Espacio amplio entre los dientes de la

primera denticién
Manos pequeinias

Labio superior fino

5° dedo con clinodactilia Crecimiento rapido de las uiias

Testiculo no descendido
(solo en varones)

Anomalias renales

Pronacion de la rodilla

Pronacién del tobillo —

- Pies planos

ADNPKIDS.COM AD‘q ! KidS.

Figura 1.5.- Caracteristicas del Sindrome ADNP. Este esquema refleja las manifestaciones mas
comunes en los pacientes que presentan mutaciones en el gen ADNP. Las manifestaciones
pueden presentarse tanto en varones como en hembras, con independencia de donde se
localicen en el esquema. Imagen tomada y modificada de ADNPKIDS.com.

1.5.- Modelo celular de piel

1.5.1.- Estructura y organizacion de la piel

La piel es el érgano que cubre toda la superficie corporal, formando una barrera
protectora frente a las agresiones externas: radiacion ultravioleta, infecciones y pérdida
de agua. Ademas, este érgano se encuentra en continua renovacion. También se trata
de un drgano sensorial, ya que posee receptores especificos para el calor, el frio, el dolor
y los estimulos vibratorios. Este drgano esta compuesto por dos capas que interactian
entre si: la epidermis y la dermis (Figura 1.6) (Watt, 2014).
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La epidermis es la capa mas externa de la piel. Se trata de un epitelio
estratificado escamoso queratinizado que estd en continua renovacién. Las células que
componen esta capa de la piel de se denominan queratinocitos. La otra capa que
compone la piel, la dermis, se localiza por debajo de la epidermis, en la parte mas interna
de la piel. La dermis esta constituida por tejido conectivo cuyo principal componente
celular son los fibroblastos. Los fibroblastos son células mesenquimales cuya funcidn es
la sintesis de colageno y otros componentes de la matriz extracelular. Estas células
adquieren un papel principal durante la cicatrizacion de heridas. La epidermis y la dermis
estan separadas por la membrana basal, la cual estd formada por coldgeno y laminina.

| Epidermis
(Queratinocitos)

L Dermis
(Fibroblastos)

Figura 1.6.- Capas que constituyen la piel. La epidermis, la parte mas externa, en contacto con
el medio exterior, es un epitelio estratificado escamoso. La dermis, la parte mas interna, estd en
constituida por tejido conjuntivo rico en fibras de coldgeno.

La epidermis esta constituida por cuatro capas a través de las cuales migran los
queratinocitos durante el proceso de diferenciacién terminal (Figura 1.7). Mediante el
flujo continuo de células migrando a través de estas cuatro capas, se logra el
mantenimiento de la homeostasis del tejido, la cual es necesaria para el correcto
funcionamiento de la piel. Estas cuatro capas son:

» Estrato basal: Es la capa germinal de la epidermis, la capa mas interna.
En esta capa se encuentran las células madre epidérmicas, las cuales
poseen una actividad mitdtica constante con la funcién de proporcionar
gueratinocitos nuevos que reemplacen a los perdidos por descamacién.

» Estrato espinoso: Recibe este nombre por el aspecto “espinoso” de las
células que lo componen. Estas células se encuentran en proceso de
crecimiento y comienzan a sintetizar fibras de queratina.

» Estrato granuloso: Esta capa se caracteriza por los granulos
intracelulares que poseen los queratinocitos y que contribuyen al
proceso de queratinizacién.
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» Estrato cérneo: Corresponde a la capa mas externa de la epidermis. En
ella los queratinocitos adquieren una forma aplanada y fusiforme.
Ademas, en esta capa las células han perdido el nucleo. El estado de los
gueratinocitos corresponde al final del proceso de diferenciacion
terminal, siendo esta la capa en la que se produce la descamacion de los
queratinocitos.

Descamacioén

[ ] I 7 ]
Capacérnea | 2 — — —
Capa granulosa »
Capa espinosa
Capa basal —

Figura 1.7.- Estratos que constituyen la epidermis. En esta imagen se pueden observar las
diferentes capas que forman la epidermis. Se puede observar la direccion en la que se produce
la diferenciacion terminal de los queratinocitos, desde la capa mas interna hacia las capas mas
externas, produciéndose finalmente la descamacién en la capa cérnea. También se puede
observar como se produce la expresion de los marcadores de diferenciacién terminal.

Diferenciacion terminal
(KRT1/KRT10/IVL+)

1.5.2.- Proceso de diferenciacion terminal de queratinocitos

Cuando los queratinocitos inician el proceso de diferenciacién terminal, dan
lugar a células diferenciadas, que pierden su capacidad para dividirse y que, como ya se
ha comentado, finalmente se desprenden de la epidermis. Este proceso de
diferenciacién se inicia en la capa basal de la epidermis. Cuando las células madre
epidérmicas, que son las que se localizan en la capa basal, comienzan a dividirse, dan
lugar a células hijas con un destino celular asimétrico (Watt, Celso, & Silva-Vargas, 2006).
Esto significa que las células madre pueden dar lugar a dos células madre, a una célula
madre y a una célula comprometida hacia la diferenciacién, o pueden dar lugar a dos
células hijas comprometidas hacia la diferenciacion celular (Fuchs & Chen, 2012). Las
células hijas comprometidas hacia la diferenciacion, antes de iniciar este proceso,
realizan varias rondas de division celular con el objetivo de amplificar el nimero de
células que iniciaran el proceso de diferenciacion terminal y que migraran a través de
las capas suprabasales de la epidermis. De esta forma se elimina la necesidad de que
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sean las células madre epidérmicas las que sufran mas divisiones, evitando asi posibles
errores en la replicacién del ADN. Estas células que realizan varias rondas de replicacién
reciben el nombre de células de amplificacidn transitoria (TAC, del inglés Transient
Amplified Cells).

Por tanto, una vez que los queratinocitos inician el proceso de diferenciacidn
terminal, sufren una serie de cambios morfoldgicos y bioquimicos. Entre los cambios
morfoldgicos que se producen, el mas destacable es el incremento de tamafio celular
que sufren los queratinocitos (Sun & Green, 1976). Respecto a los cambios bioquimicos
gue se producen, cabe destacar el cambio de expresién de los filamentos intermedios
de queratina. Los queratinocitos de la capa basal expresan queratinas tipicas de esta
capa, como son la queratina 5 y la queratina 14. Sin embargo, al iniciar el proceso de
diferenciacién, comienzan a expresar queratinas tipicas de las capas suprabasales. Entre
estas queratinas se encuentran la queratina 1 (KRT1) y la queratina 10 (KRT10) (Fuchs &
Green, 1980). A estas queratinas se las conoce como queratinas antiproliferativas, ya
que la expresion de estos filamentos conlleva una pérdida de la capacidad proliferativa
de los queratinocitos. Ademas de producirse la sintesis de queratinas, durante la
diferenciacién terminal también se produce la sintesis de involucrina (Watt & Green,
1981). La sintesis de involucrina se relaciona con el incremento del tamafio celular de
los queratinocitos (Watt & Green, 1981). De esta forma, se considera a las queratinas 1
y 10 y a la involucrina marcadores del proceso de diferenciacion terminal de los
queratinocitos.

1.5.3.- Ciclo celular de los queratinocitos

Al hablar del ciclo celular de los queratinocitos, tenemos que referirnos, por un
lado, a los queratinocitos proliferativos de la capa basal de la epidermis, y, por otro lado,
a los queratinocitos que estan diferenciandose y migrando a través de las capas
suprabasales de la epidermis.

1.5.3.1.- Ciclo celular de queratinocitos proliferativos

El ciclo celular de los queratinocitos de la capa basal se corresponde con el
modelo clasico del ciclo celular. Por tanto, durante la fase S, la célula replica su genoma
completo para dar lugar a una copia idéntica para cada célula hija. Durante la mitosis
(fase M), la célula reparte el material genético entre las dos células hijas. La mitosis a su
vez de divide en dos fases: divisidon nuclear y divisidn celular. Las fases Sy M se separan
por dos fases denominadas fases G (del inglés Gap). Durante estas fases, la célula se
prepara para las siguientes fases del ciclo celular, comprobando que las condiciones para
continuar con el proceso son las éptimas y corrigiendo los posibles errores que se hayan
producido, a fin de garantizar que la divisidn celular se produzca de manera correcta.
Entre la fase M y la fase S se produce la fase G1 y entre la fase S y la fase M se produce
la fase G2 (Alberts B, J. A., Lewis J, Raff M, Roberts K, 2007).
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Durante las diferentes fases del ciclo celular, se produce la expresion de
diferentes ciclinas, segun la fase del ciclo. Las ciclinas son proteinas encargadas de
regular el ciclo celular mediante su interaccion con las quinasas dependientes de ciclinas
(cdks, del inglés Cyclin Dependent Kinases). Las ciclinas que participan en la regulacién
del ciclo celular son las ciclinas A, las ciclinas B, las ciclinas D y las ciclinas E (Malumbres
& Barbacid, 2009). Durante la fase G1, se induce la expresion de las ciclinas D (Sherr &
Roberts, 2004). La ciclina D conduce a la fosforilacién de las proteinas de la familia del
retinoblastoma (Sherr et al., 2004), lo cual conduce a la liberacién de los factores de
transcripciéon de la familia E2F (Weinberg, 1995). De esta forma se inicia la expresion de
los genes necesarios para la progresién del ciclo celular. Entre estos genes se encuentran
la ciclina E y la ciclina A (Lundberg & Weinberg, 1999). Una vez que se expresa la ciclina
E, se completa la fosforilacion del retinoblastoma y comienza la fase S del ciclo celular.
La expresion de la ciclina E es maxima en este punto del ciclo celular. Al inicio de la fase
S, comienza la sintesis de las ciclinas A1y A2. Estas ciclinas estdan implicadas en el control
de la replicacion del ADNP (Coverley, Pelizon, Trewick, & Laskey, 2000). Una vez
finalizada la fase S, la ciclina A se une a su cdk correspondiente (cdkl) y favorece la
transicion entre las fases G2 y M (fase G2/M). Finalmente, al inicio de la fase M,
comienza la sintesis de la ciclina B, la cual es la encargada de completar la mitosis. Tras
terminar la mitosis, esta ciclina se degrada mediante el complejo promotor de la
anafase, lo cual es necesario para que la célula salga de mitosis (Harper, Burton, &
Solomon, 2002).

1.5.3.2.- Ciclo celular de queratinocitos en proceso de diferenciacion

En el caso de los queratinocitos que se encuentran inmersos en el proceso de
diferenciacién terminal, su ciclo celular difiere respecto al ciclo celular clasico. En este
caso, los queratinocitos adquieren un ciclo celular caracteristico de la endorreplicacién.
Tras varias rondas de division celular, su ciclo se desregula, produciéndose una situacion
de estrés celular que conlleva a errores en la replicacion del ADN. La acumulacion de
errores en el ADN produce un bloqueo mitético del ciclo celular (Gandarillas & Freije,
2014; Gandarillas, Davies, & Blanchard, 2000; Zanet et al., 2010). Se ha propuesto que
este bloqueo mitdtico conlleva a una pérdida de adhesién de los queratinocitos a la
membrana basal, lo que produce que estas células comiencen a estratificar y a migrar
hacia las capas suprabasales de la epidermis (Gandarillas, 2012). A partir de este
momento comenzaria el proceso de diferenciacion terminal de los queratinocitos. Sin
embargo, durante este proceso, siguiendo el modelo de endorreplicacion, su ciclo
celular continuaria activo. Por tanto, el ADN de estas células seguiria replicdndose,
origindndose células poliploides que también incrementarian su tamafio.
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Al existir estas diferencias en el ciclo celular de los queratinocitos que se estan
diferenciando, cabe esperar que la expresién de las ciclinas también presente
diferencias. De esta forma, el patrén de expresion de estas proteinas aporta informacién
que evidencia que los queratinocitos sufren un ciclo endorreplicativo. Por tanto, la
expresion de la ciclina E es menor en los queratinocitos de la capa basal, sin embargo,
su expresién aumenta en las capas suprabasales mas diferenciadas. Es decir, los
gueratinocitos de las capas suprabasales se encuentran en fase S, produciéndose la
replicacion de su ADN, lo cual es tipico de la endorreplicacién. Respecto a la expresion
de ciclina A, esta se produce en las células que se localizan en la capa peribasal. La
expresion de ciclina E en las capas suprabasales junto con la expresidn de ciclina A en la
capa peribasal, es un patrén caracteristico de la fase G2 del ciclo celular
endorreplicativo. Pero cuando los queratinocitos comienzan a migrar hacia las capas
suprabasales, la expresion de ciclina A desaparece. La expresién de la ciclina B es muy
corta en el tiempo, detectandose desde el inicio de la mitosis hasta la metafase (Murray,
2004). La expresidn de esta ciclina suele ser tipica de células que se encuentran aun en
la capa basal de la epidermis, aunque también es posible detectarlas en la capa
peribasal. En las capas suprabasales, la expresion de la ciclina B es nula, ya que en estas
células se esta produciendo la replicacion del material genético sin producirse la divisién
celular (Zanet et al., 2010). Por tanto, de la falta de expresion de las ciclinas Ay B en las
capas suprabasales, se deduce la ausencia de division celular, por lo que estas células
estan sufriendo divisiones nucleares y endomitosis (Zanet et al., 2010).

1.6.-Modelo celular basado en células madre
pluripotentes inducidas

1.6.1- Definicion y propiedades

Las células madre pluripotentes son células que poseen dos propiedades
fundamentales que las definen. La primera de estas caracteristicas es que poseen
capacidad de auto-renovacién y supresion de la diferenciacion mediante el
mantenimiento de la expresién de genes clave que se encuentran implicados en
diferenciacioén. El estado pluripotente esta controlado por tres factores de transcripcién:
OCT4, SOX2 y NANOG (Boyer et al., 2005). OCT4 y NANOG son los genes pluripotentes
por excelencia, ya que la expresion de ambos es especifica en las células madre
pluripotentes. SOX2 adquiere importancia en el establecimiento de las células madre
pluripotentes inducidas (iPSCs), ya que forma un heterodimero con OCT4 y ambos son
necesarios para la formacioén de las iPSCs (Avilion et al., 2003). Estos tres factores actian
de forma cooperativa, uniéndose a sus propios promotores y formando un circuito de
auto-regulacién (Boyer et al., 2005).
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La segunda caracteristica es que son capaces de originar tejidos representativos
de las tres capas germinales de un embrién en desarrollo: ectodermo, mesodermo y
endodermo, asi como células de la linea germinal. Las primeras células madre
pluripotentes se obtuvieron a partir de teratocarcinomas, el cual es un tumor de origen
germinal. Posteriormente, la obtencidn de estas células a partir de blastocitos de ratén
y de humanos, demostrd que las células madre pluripotentes pueden ser cultivadas in
vitro como lineas celulares inmortalizadas no transformadas (Martin, 1981; Thomson et
al., 2009).

Factores de

Reprogramacion
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Figura 1.9.- Obtencion y diferenciacion de las iPSCs. Las iPSCs se generan mediante la
desdiferenciacién de células somaticas adultas que expresan de forma ectépica los factores de
reprogramacion celular. Una vez realizada la reprogramacion celular y comprobado su estado
pluripotente, se puede realizar la diferenciacidn de esas células hacia diferentes tipos celulares.
Finalmente, esta diferenciacion hacia diferentes linajes constituye una serie de modelos
celulares para el estudio de enfermedades y el desarrollo de terapias.

Se han obtenido diferentes tipos de células madre pluripotentes partiendo de
diversas fuentes: células madre embrionarias, células epiblasticas, células germinales
embrionarias, células progenitoras de gametos y células de carcinoma embrionario.

La reprogramacién hacia la pluripotencia se produce cuando una célula
somatica adulta se convierte en una célula pluripotente (Stadtfeld, Hochedlinger,
Stadtfeld, & Hochedlinger, 2010). El desarrollo de la reprogramacién celular ha atraido
la atencidn de los investigadores, ya que las células reprogramadas y la capacidad para
reprogramar estas células constituyen una nueva fuente para terapias en la medicina
regenerativa, asi como una fuente de diferentes modelos celulares sobre el que estudiar
diferentes enfermedades (Figura 1.9).
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1.6.2.- La reprogramacion de diferentes linajes celulares hacia células
pluripotentes inducidas (iPSCs) usando factores de transcripcion
especificos

La reprogramacion de células diferenciadas hacia células pluripotentes
inducidas (iPSCs) que sean, tanto morfolégica como funcionalmente idénticas a las
células embrionarias pluripotentes, es uno de los mayores hitos cientificos de los ultimos
afios (Nat Methods Vol. 7, “Method of the year 2009”; Premio Nobel en Medicina y
Fisiologia 2012). Esta tecnologia permite obtener, mediante la expresién de factores de
transcripcion especificos, lineas de células pluripotentes de cualquier individuo a partir
de células diferenciadas de su propio organismo (fibroblastos, células sanguineas,
queratinocitos, melanocitos, etc.). De esta forma, se han abierto las puertas hacia la
medicina regenerativa personalizada. Otro aspecto importante de las iPSCs, es que
permiten caracterizar los mecanismos subyacentes del establecimiento vy
mantenimiento de la pluripotencialidad. Estas células permiten determinar de manera
funcional cuales son los genes que determinan que una célula sea pluripotente o cémo
afecta la presencia de otros genes coadyuvantes.

Como se ha mencionado anteriormente, el laboratorio del Dr. Yamanaka
consiguié reprogramar fibroblastos de ratdén hacia iPSCs mediante la expresién de 4
factores de transcripcién: OCT4, SOX2, KLF4 y c-MYC (abreviado, usando las siglas de los
4 genes: OKSM). A partir de este trabajo se sucedieron gran nimero de publicaciones
en las se modificaban los factores utilizados originalmente. También se han producido
modificaciones respecto al método de expresiéon de los diferentes factores de
reprogramacién. Es mas, una vez que se constatd que la reprogramacién hacia la
pluripotencia implicaba el silenciamiento de los transgenes, se comenzaron a emplear
métodos de expresidon transitorios mediante el uso de vectores. Los vectores que se
emplean en la actualidad son: vectores retrovirales, vectores lentivirales, virus Sendai,
vectores basados en el transposon piggyBac, vectores plasmidicos episomales e incluso
de introducen en las células ARNs sintéticos de forma directa (Nishimura et al., 2011;
Okada & Yoneda, 2011; Warren et al., 2010; Woltjen et al., 2009).

1.6.3.- Fases de la reprogramacion hacia iPSCs

Durante el proceso de reprogramacion de células adultas hacia iPSCs, las células
pasan por una serie de formas intermedias mas o menos reversibles. Mediante la
utilizacion de un sistema de vectores regulables con doxiciclina, se ha conseguido
monitorizar el proceso de reprogramacién y analizar las fases mdas importantes por las
pasan las células hasta convertirse en iPSCs maduras (Brambrink et al., 2008; Stadtfeld,
Maherali, Breault, & Hochedlinger, 2008). En términos generales, la reprogramacion se
puede dividir en tres fases (Brambrink et al., 2008; Mikkelsen et al., 2008; Samavarchi-
Tehrani et al., 2010; Stadtfeld et al., 2008). Una primera fase denominada fase de
iniciacién, donde las células que estan sufriendo la reprogramacién pueden volver al
estado inicial si se silencia la expresion de los factores exdgenos (Samavarchi-Tehrani et
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al., 2010). Una fase de maduracion, en la que las células que se estan reprogramando
adquieren la capacidad de expresar genes de pluripotencia tempranos. Y una ultima fase
denominada fase de estabilizacidn, en la cual ya se expresan los genes tardios de
pluripotencia. Esta fase conduce a las células en reprogramacién hacia iPSCs adultas
estables.

34



OBJETIVOS



36



Objetivos

2.- Objetivos

En esta Tesis Doctoral, nos hemos propuesto como objetivo principal identificar
la causa del defecto congénito de base genética que podria explicar el cuadro clinico
presentado por la paciente. Para poder abordar este objetivo, nos proponemos, en
primer lugar, realizar estudios, tanto moleculares como genéticos, que nos permitan
identificar la causa de los sintomas presentados por la paciente a lo largo de su vida. Una
vez identificada la causa, nos centraremos en el establecimiento de un modelo celular
obtenido mediante una biopsia de piel de la paciente, ya que se trata de un método
minimamente invasivo y practicamente indoloro. Finalmente, estableceremos un
modelo basado en la reprogramacion de células de la propia paciente para el estudio de
la evolucion en la diferenciacion hacia diferentes linajes celulares. Una vez establecidos
los modelos celulares, y de cara hacia una posible aplicacién clinica, podremos
desarrollar una estrategia terapéutica que permita corregir las alteraciones celulares
que se encuentren.

A continuacién, se enumeran los objetivos generales y especificos de este
trabajo:

2.1.- Identificacion de la causa genética de la sintomatologia presentada por la paciente.

o Realizacién de un estudio genético de la enfermedad mediante la
secuenciacion del exoma de la paciente con el fin de identificar
mutaciones de novo que expliquen el fenotipo de la paciente.

2.2.- Establecimiento y caracterizacién de un modelo celular primario a partir de una
biopsia de piel de la paciente.

o Aislamiento, cultivo y caracterizacion de queratinocitos de la epidermis
de piel.

o Aislamiento, cultivo y caracterizacion de fibroblastos de la dermis de
piel.

2.3.- Realizacion de un estudio inmunofenotipico a partir de la muestra de piel de la
paciente obtenida mediante biopsia.

2.4.- Estudio de los efectos celulares in vitro y de una estrategia terapéutica que permita
corregirlos.

2.5.- Estudio de la enfermedad mediante un modelo de ratdn para el defecto congénito
causante de la enfermedad.

2.6.- Establecimiento de un modelo de células madre pluripotentes (iPSCs) a partir de
células mononucleares de sangre periférica de la paciente.

37



38



MATERIALES Y METODOS

39



40



Materiales y Métodos

3.- Materiales y Métodos

3.1.- Cultivo celular

3.1.1.- Muestras bioldgicas

Para la secuenciacién del exoma y para la generacién de las células madre
pluripotentes inducidas (iPSCs, del inglés induced pluripotent stem cells) se obtuvieron
muestras de sangre periférica de la paciente y de sus progenitores.

Para el desarrollo del modelo celular de queratinocitos y fibroblastos se realizd
una biopsia de piel y de mucosa oral a la paciente. Posteriormente se aislaron
gueratinocitos de la mucosa oral, queratinocitos de piel y fibroblastos.

Tanto la obtenciéon de sangre periférica como las biopsias de piel y de mucosa
oral se realizaron con el consentimiento informado de los padres de la paciente. Todas
las muestras bioldgicas se procesaron tras la obtencion de los permisos éticos
solicitados, aprobados y consentidos por el Comité Etico de Investigaciéon Clinica de
Cantabria. De esta forma se respetan los principios fundamentales establecidos en la
Declaracién de Helsinki, en el Convenio del Consejo de Europa relativo a los derechos
humanos y la biomedicina y en la Declaracién Universal de la UNESCO sobre el genoma
humano y los derechos humanos.

En los modelos celulares de queratinocitos de piel y fibroblastos, se utilizaron
como control células procedentes de biopsias de pacientes sanos. Estas muestras fueron
obtenidas gracias al Servicio de Cirugia Pediatrica del Hospital Universitario Marqués de
Valdecilla en Santander, previo consentimiento escrito de los pacientes, y tratadas
posteriormente de forma anénima.

3.1.2.- Aislamiento de queratinocitos de piel y fibroblastos

Para el aislamiento de queratinocitos de piel se partié de biopsias de piel segin
el protocolo descrito anteriormente (Rheinwald, 1989). La muestra se conservd en frio
y humedecida con suero fisioldgico desde el momento de su extraccion. Se lavo la piel
en PBS 1X sin calcio ni magnesio y se elimind la mayor parte de la dermis con ayuda de
un bisturi. Posteriormente se fragmentd la muestra en trozos mas pequeiios y se hizo
un par de lavados con PBS 1X frio. Para poder separar la epidermis de la dermis, el tejido
se incubo con 2,5 mg/ml de dispasa (Roche). A la dispasa se le afiadieron los siguientes
antibidticos: 0,5 pg/ml de anfotericina B (Lonza) y 100 U/ml de
penicilina/estreptomicina (Lonza). Se dejo la muestra en esta solucidn enzimatica
durante 14-16 horas a una temperatura de 42C. Tras esta incubacién, se lavéd el tejido
nuevamente con PBS 1X frio y se separd la epidermis de la dermis con ayuda de unas
pinzas estériles. La epidermis se mantuvo en PBS 1X para evitar que se secara.
Posteriormente, la epidermis se fragmentd en trozos mas pequenos y se realizaron un
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par de lavados con PBS 1X-EDTA. A continuacion, se incubd en una solucién compuesta
en proporcioén 3:1 v/v por PBS-EDTA y tripsina 1X (Gibco) y se agité durante 15 minutos
a 379C. Tras esta incubacidn, se recogié el sobrenadante con medio FAD completo (Tabla
M.1) y se centrifugd a 1000 rpm durante 10 minutos. Después de la centrifugacion, se
elimind el sobrenadante y el pellet que contiene los queratinocitos, fue suspendido en
medio FAD completo. A continuacion, se sembraron los queratinocitos sobre una capa
de feeders en placas de cultivo de 100 milimetros de didmetro a una densidad de 4x10°
células por placa. De esta forma se fue amplificando el cultivo hasta poder crear un stock
de células en los pases mds tempranos y almacenarlas en nitrégeno liquido.

El aislamiento de los fibroblastos también se llevd a cabo a partir de la biopsia
de piel. La muestra se disgregd con una solucién enzimatica formada por tripsina 1X, 2,5
mg/ml de colagenasa (Roche) y 100 U/ml de penicilina/estreptomicina y 0,5 pg/ml
anfotericina B. Se incubd junto a esta solucién enzimatica a 372C en rondas de 15
minutos. Después de la primera incubacién se desechd el sobrenadante. En las
siguientes rondas, el sobrenadante se recogié en medio Dulbecco’s modified Eagle
Medium (DMEM) (Gibco) suplementado con un 10 % de suero fetal bovino (FBS) (Lonza)
y fue renovandose la soluciéon enzimdtica. Se realizaron tantas rondas como fueron
necesarias hasta que el tejido se disgregd casi en su totalidad. Se centrifugd el
sobrenadante recogido durante 5 minutos a 1000 rpm. Se desechd el sobrenadante y
los fibroblastos se suspendieron en medio DMEM + 10% FBS + 5% L-glutamina. Se
sembraron en placas de cultivo de 100 milimetros de didmetro y se amplifico el cultivo
hasta poder crear un stock de células en pases tempranos que fueron almacenadas en
nitrégeno liquido.

3.1.3.- Crecimiento, mantenimiento y expansion de cultivos celulares de
gueratinocitos de piel

Los queratinocitos primarios se cultivaron en co-cultivo sobre una placa de
fibroblastos de ratéon J2-3T3 (Rheinwald, 1989). Estos fibroblastos se trataron con 6
pug/ml mitomicina C (Sigma-Aldrich) durante dos horas con el objetivo de evitar que
sigan dividiéndose cuando son cultivados con los queratinocitos. Los fibroblastos
aportan a los queratinocitos primarios el soporte necesario para su desarrollo (feeders).
Una vez mitomizados, los feeders se levantaron mediante una incubacion de 5 minutos
con una solucion de PBS 1X-EDTA vy tripsina 1X en relacién 2:1 v/v. A continuacion, se
bloqued la tripsina afiadiendo medio FAD completo.

42



Materiales y Métodos

Tabla M1. Composicion del medio de cultivo de los queratinocitos primarios.

Componentes del medio Casa Comercial Concentracion final
DMEM Lonza 3x
HAM’s-F12 Lonza 1x
FBS Lonza 10%
Hidrocortisona Sigma-Aldrich 0,5 ug /ml
EGF Sigma-Aldrich 0,01 ng/ml
Toxina colérica Sigma-Aldrich 0,08 ng/ml
Adenina Sigma-Aldrich
Insulina Sigma-Aldrich 5 ug/ml
L-glutamina Lonza 2 mM
Sodio Piruvato Lonza 0,75 mM
Penicilina/Estreptomicina Lonza 100 U/ml

Una vez afiadidos los feeders, se afiadieron los queratinocitos primarios a la
densidad celular deseada.

Los queratinocitos se crecieron a 372C con atmdsfera del 5% de CO,y humedad
del 95-99%. El medio de cultivo se cambid tres veces por semana hasta llegar a pre-
confluencia, es decir, hasta llegar aproximadamente a un 80% de la placa cubierta.

Cuando los queratinocitos alcanzaron la pre-confluencia, se procedié a
levantarlos, tanto para sembrar los diferentes experimentos como para expandir el
cultivo o continuar con su mantenimiento. Primero se lavaron las placas con PBS 1X-
EDTA para eliminar los feeders. Para ello, se anadié el PBS 1X-EDTA y se realizé una breve
incubacién de un par de minutos a 372C junto con un pipeteo sobre los queratinocitos
para limpiar bien el cultivo de feeders. Se recogid el sobrenadante, eliminando de esta
forma los feeders en suspensidon y a continuacidon se comprobd al microscopio que
efectivamente solo quedaban queratinocitos en la placa de cultivo. Para levantar las
células, se afiadieron PBS 1X-EDTA vy tripsina 1X en relaciéon 2:1 v/v. Se realizé una
incubacién de 10-15 minutos a 372C. Se comprobd que los queratinocitos estaban en
suspension y se procedid al bloqueo de la tripsina suspendiendo las células en medio
FAD completo. Este medio, al contener suero en su composicién, produce el cese de la
actividad enzimadtica de la tripsina. Dado que los queratinocitos en suspension forman
agregados, se disgregaron bien con ayuda de la pipeta. A continuacién, se cogieron 20
ul para contar el nimero de células en una cdmara de Neubauer y se centrifugaron las
células durante 5 minutos a 1000 rpm. Se elimin el sobrenadante y se suspendieron los
gueratinocitos en el volumen necesario de medio FAD completo para tenerlos a la
concentracidon de 1x10°8 células/ml. Para continuar con el mantenimiento del cultivo, se
sembraron a una densidad de 4x10° células en cada placa de cultivo de 100 milimetros
de didmetro.
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3.1.4.- Crecimiento, mantenimiento y expansion de cultivos celulares de
fibroblastos

Una vez aislados los fibroblastos de piel, se procedié directamente a su cultivo
en medio DMEM + 10% FBS + 5% L-glutamina en placas de cultivo de 100 milimetros de
didmetro. Se crecieron a 372C con atmosfera del 5% de CO, y humedad del 95-99%. El
medio de cultivo se cambid cada tres dias aproximadamente hasta que los fibroblastos
llegaron a pre-confluencia (80% de la placa cubierta).

Cuando el cultivo de fibroblastos llegd a pre-confluencia, se procedié a levantar
las células para continuar expandiendo el cultivo o para sembrar los experimentos
correspondientes. Para ello, se realizé un lavado con PBS 1X-EDTA para afadir a
continuacion PBS 1X-EDTA y tripsina 1X en proporcién 2:1 v/v. Se procedié a una
incubacién de 5 minutos a 3729C. Se afiadid medio de cultivo DMEM + 10% FBS para
recoger las células y se centrifugaron a 1000 rpm durante 5 minutos. Antes de
centrifugar se cogieron 20 ul para contar el nimero de células en una cdmara de
Neubauer. Una vez centrifugadas, se desechd el sobrenadante y los fibroblastos de
suspendieron en la cantidad de DMEM + 10% FBS necesaria para tener las células a una
densidad de 1x10° células/ml.

3.1.5.- Generacidon de células madre pluripotentes inducidas (induced
Pluripotent Stem Cells, iPSCs)

Se obtuvieron dos muestras de sangre periférica, una de las muestras
perteneciente a nuestra paciente. La otra muestra se extrajo de su progenitora, la cual
se us6 como individuo control en el desarrollo de estos experimentos. Ambas muestras
se enviaron al laboratorio del Dr. Pedro J. Real Luna en Genyo (Granada). Mediante
gradiente de Ficoll Pagque™ PLUS (GE Healthcare), se purificaron las células
mononucleares de la paciente y de su progenitora. Estas células se crecieron en medio
de cultivo StemSpan™ SFEM (StemCell Technologies) suplementado con la
concentraciéon apropiada de citoquinas (Lopez-Onieva et al., 2016, 2017). A
continuacion, se pasaron a placas de cultivo recubiertas de fibronectina (BD BioCoat™)
y fueron expuestas a las particulas virales generadas segun el protocolo de transduccidn,
empleando el vector de reprogramacién comercial basado en los virus Sendai (SeV)
CytoTune®-iPS 2.0 Reprogramming kit, (Life Technologies, Invitrogen). Posteriormente,
las células transducidas se mantuvieron en medio StemSpan™ SFEM (StemCell
Technologies) en ausencia de citoquinas y sobre una capa de células madre
mesenquimales irradiadas (ihMSCs) (Inbiobank). Seis dias después de la transduccién,
se adaptaron las células al medio de células madre pluripotentes (PSC) (Lopez-Onieva et
al., 2016, 2017). Las células reprogramadas se mantuvieron en estas condiciones hasta
su estabilizacién. Ademas, las iPSCs también se han adaptado a unas condiciones de
cultivo libre de feeders. Para ello se sembraron sobre Matrigel (Corning BD) con el medio
de composicién definida Essential 8 (E8). La identificacidn, seleccidn y caracterizacién de
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las colonias emergentes se llevo a cabo segun el protocolo descrito con anterioridad
(Lopez-Onieva et al., 2016, 2017; Ramos-Mejia et al., 2012).

3.1.6.- Crioconservacion de las células

Se congeld un porcentaje de las células de cada uno de los modelos celulares
obtenidos: queratinocitos y fibroblastos de piel e iPSCs. Con los queratinocitos y los
fibroblastos se realizé el siguiente protocolo: se congelaron un maximo de 1x10° células
por vial en un 90% de FBS y posteriormente se afiadid por vial un 10% de dimetil
sulfoxido (DMSO) (Sigma) de forma lenta con agitacién suave. Las iPSCs generadas se
congelaron a una concentracién de 1x10° células por vial en medio E8 pre-enfriado y
suplementado con un 10 % de DMSO. Los viales criogénicos se mantuvieron al menos
durante 24 horas en soportes de congelacidn con isopropanol a -802C. Posteriormente
se almacenaron en nitrégeno liquido.

3.1.7.- Tratamiento con NAP

Para el estudio de una estrategia terapéutica frente a los efectos celulares
producidos por el Sindrome ADNP, utilizamos el péptido NAP, cuya secuencia de
aminodcidos es NAPVSIPQ (GenScript) en los modelos celulares establecidos. Para ello
se administré 100 nM de NAP a los queratinocitos de piel, 600 nM a los fibroblastos de
piel humanos y a los progenitores neurales y 180 nM a los fibroblastos de ratén. La
duracion del tratamiento fue variable dependiendo de la duracién de cada experimento.
Este péptido se afadié desde el momento en el que se sembraron las células,
renovandose su administracion en cada cambio de medio (cada tres dias
aproximadamente).

3.2.- Técnicas moleculares

3.2.1.- Extraccion de ARN total

Para la extraccion de ARN total se utilizo el reactivo TRIZOL (Invitrogen), basado
en el protocolo de extraccion fendlica descrito por Chomczynski (1987). Las células
recogidas fueron lisadas en 1 mililitro de TRIZOL. A continuacidn, se afiadieron 200 ul de
cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y se mezclé mediante agitacidn. Posteriormente se
centrifugaron las muestras durante 18 minutos a 12.000 rpm a 49C. Tras la
centrifugacidn se recuperd la fase acuosa superior, que es la que contiene el RNA, y se
transfirid a un nuevo tubo al que se afiadieron 500 ul de isopropanol para la
precipitacion de dicho ARN. Tras mezclar por agitacién, se incubo durante 1 hora a -202C
y se centrifugaron las muestras 10 minutos a 12.000 rpm a 42C. El ARN precipitado se
lavd con 1 ml de etanol al 70% incubdndolo 1 hora a -202C y a continuacién
centrifugando las muestras durante 10 minutos a 7.500 rpm a 42C. Tras dejar secar el
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pellet obtenido, se suspendid con H,O DEPC (H,0 con un 0,1% de dietilpirocarbonato
que inhibe las RNAasas) (Sigma) en un volumen variable segun el tamaio del pellet
obtenido. La concentracion de ARN total se cuantifico6 mediante dos métodos
diferentes: mediante absorcion espectofotométrica (Nanodrop TMND-1000), y
mediante fluorometria (Qubit Fluorometer, Invitrogen). En las concentraciones medidas
con el Nanodrop, los ratios de absorbancia 260/280 nm y 230/260 nm fueron utilizados
como criterio de calidad de las muestras. Todas las muestras obtenidas de ARN fueron
conservadas a -802C hasta su utilizacidén para minimizar la degradacion.

3.2.2.- RT-PCR Semicuantitativa

Para la obtencién del ADN complementario (ADNc) a los ARN mensajeros
(mRNA) obtenidos de la extraccion, se realizé un protocolo de retrotranscripcién (RT).
Partiendo de la cantidad de 1-2 pug de RNA total de cada muestra se diluyeron en un
volumen total de 13 pl de una mezcla formada por la muestra de ARN, 500 pmol de
oligonucleétidos de secuencia aleatorio denominada “Random primers” (Promega),
junto con 0,2 mM dNTPs (GE Healthcare) y H,O DEPC para llegar al volumen final. Se
calentaron durante 5 minutos a 652C para la desnaturalizacidn de las hebras de ARN e
inmediatamente se enfriaron en hielo para evitar la renaturalizacién. A continuacién, se
afiadio a esa mezcla de reaccion 1 mM de ditiotreitol (DTT, Invitrogen), 5 U de inhibidor
de ribonucleasas (Invitrogen) y 10 U de transcriptasa inversa Superscript Il (Invitrogen)
y un buffer tampén 1X (50 mM Tris-HCI pH 8,3, 40 mM KCl, 6 mM MgCl;) hasta un
volumen final de 20 pl por reaccion. Las muestras se incubaron durante 10 minutos a
259C, 50 minutos a 429C, y finalmente 15 minutos a 702C para la inactivacion de la
enzima. Todos los cDNA sintetizados se conservaron a -202C hasta su amplificacién por
PCR.

Para la reaccion de amplificacién mediante la técnica de reaccidén en cadena de
la polimerasa (PCR), se partié de 1 ul (cuya concentracion es 1 pug) de cDNA, junto a un
tampodn de PCR 1X (10 mM Tris-HCl pH 8,3, 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl,), 0,1 uM de dNTPs,
0,5 uM de cada primer del gen, 2,5 U de Taq Polimerasa (KapaBiosystems) y H.O
destilada hasta un volumen final de 50 pl por reaccion. Para esta reaccidon de PCR se
emplearon las siguientes condiciones: fase de desnaturalizacién (1 ciclo) a 952C durante
5 minutos, seguido de una fase de amplificacién (entre 30 y 35 ciclos) con un paso de
desnaturalizacion a 952C durante 30 segundos; otro paso de emparejamiento a 55-652C
durante 30-45 segundos (variable segun el tamafio del amplicén y las Tm de los primers)
y un tercer paso de extensidn a 722C durante 30 segundos; y la fase de extension final
(1 ciclo) a 75°C durante 7 minutos. Para detectar y cuantificar los productos de cDNA
amplificados, se sometieron a una electroforesis (90-100 mV) en gel de agarosa al 2%
para separarlos en funcién de su tamafio. Finalmente, los geles se tifieron con bromuro
de etidio al 1-2% en tampdn TAE 1X (Roche) y se visualizaron bajo luz ultravioleta en un
transiluminador (Bio-Rad). Las imagenes se adquirieron mediante una cdmara del
sistema utilizando el programa Quantity One (Bio-Rad).
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3.2.3.- RT-PCR Cuantitativa

Para el andlisis comparativo de la expresion génica se utilizd también la
amplificacion mediante PCR cuantitativa (qPCR). Para cada reaccién en placa de 96
pocillos, se tomaron 100 ng de cada ADNc obtenido mediante retrotranscripcion, 0,4
UM de cada primer del gen de interés, 12,5 pl del reactivo comercial 0,5X de Sybr Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems), necesario para la amplificacién, y H,O hasta un
volumen final de 25 pl. Este reactivo comercial contiene un fluoréforo que se unira al
ADN de doble hebra para poder detectarlo, dNTPs, un tampdn para la reaccién y la
enzima ADN polimerasa AmpliTaq Gold. Esta enzima es una forma modificada
quimicamente de la AmpliTag ADN polimerasa, que mantiene a la enzima inactiva hasta
gue se somete a elevadas temperaturas, 10 minutos a 952C, evitando de este modo la
hibridacién inespecifica de los primers. La reaccion de PCR se llevd a cabo en la
plataforma de Applied Biosystem 7000 Real-Time PCR System usando las condiciones
estandar consistentes en un primer paso de 2 minutos a 602C, seguido de 10 minutos a
959C para que se produzca la activacién de la enzima, y a continuacién, 40 ciclos de
amplificacién con un paso de desnaturalizacidon de 15 segundos a 952C y de otro paso
de emparejamientos y extension de 1 minuto a 609C en cada ciclo.

Los resultados fueron analizados mediante el software especifico del sistema
ABI PRISM 7000 (Applied Biosystems), que permitio procesar la fluorescencia emitida y
obtener un valor Ct (ciclo umbral o threshold cycle) para cada muestra. Este valor se
define como el ciclo de la PCR en el cual se detecta una sefial de fluorescencia por
encima de la sefal basal establecida. La formacién de los productos especificos fue
comprobada mediante el analisis de las curvas de disociacidn, siendo un pico Unico
cuando se trata de la amplificacion de nuestro gen de interés. Todas las muestras se
analizaron por triplicado y se tomod la expresion del gen de B-actinay G6PD como control
de carga interno. Para cuantificar las variaciones de expresién entre las muestras se
realizaron los siguientes calculos:

1. Cdlculo del valor ACt para cada muestra (ACt = Ct gen problema — Ct gen
control).

2. Calculo del valor AACt (AACt = ACt muestra — ACt control de la cinética). El
estado control de las cinéticas se considerd dependiendo de cada cinética
como el estado de las células sin tratamiento y las células con tratamiento.
Asimismo, las muestras objeto de estudio fueron aquellas sometidas al
tratamiento y que mostraban una sobreexpresion y una inhibicién de los
genes de interés.

3. Determinacién del nivel de expresion o FC (fold change) como el valor 2-24¢,

3.2.4.- Oligonucleétidos

Para el disefio de los oligonucledtidos especificos tanto para el caso de la PCR
convencional como la gPCR, se  utilizdé el programa Primer-BLAST
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?LINK LOC=BlastHome)
manteniendo los pardmetros estdndar. También se consultaron las bases de datos del
NIH y referencias bibliograficas. Una vez disefiados, fueron verificados en el website
BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para comprobar que al realizar la PCR
cuantitativa, no se amplificase ningln producto no especifico. En todos los casos, la
region amplificada incluyo dos exones diferentes para evitar la contaminacién de DNA
genomico.

En el caso de la PCR alelo-especifica para verificar la mutacion encontrada, se
disefid el juego de oligonucledtidos de forma especifica con la variante encontrada para
gue se amplificasen tanto el alelo wild-type como el alelo mutado.

El listado de oligonucleétidos utilizados en las diferentes PCRs, con su secuencia
correspondiente y el tamafio del amplicon, se detallan en la tabla M.2. La sintesis
guimica de los oligonucledtidos fue realizada por Metabion Internacional AG (Alemania).

Tabla M.2.- Parejas de oligonucledtidos utilizados en los experimentos de PCR y gPCR.

Secuencia oligonucleétidos (5°-3") Tamaiio de amplicén
F - GCGGGAAATCGTGCGTGACATT
R- GATGGAGTTGAAGGTAGTTTCGTG

B-actina 232 pb

F - CACCTGTGAAGCGCACTTAC
ADNP wt R - GGGATAGGGCTGTTTGTTGAA 206 pb

F - CACCTGTGAAGCGCACTTAA
ADNP mut R - GGGATAGGGCTGTTTGTTGAA 206 pb

F - CCAGCCAGAGTAGGACCAGT
KRT1 R - TGCAGCAAAACAAGGAAATG 150 pb

3.3.- Técnicas celulares

3.3.1.- Citometria de flujo
3.3.1.1.- Expresion de marcadores de diferenciacidon en queratinocitos

Para el analisis de los marcadores de diferenciacion queratina 1 e involucrina,
se recogieron las células y se fijaron segun diferentes procedimientos en funcién del
marcaje que se queria realizar. Todos los anticuerpos primarios usados se describen en
la tabla M.3.

En el caso de la queratina 1, las células se fijaron en etanol al 70%. Para ello, se
lavaron 2 veces en PBS frio centrifugando a 1.000 rpm durante 5 minutos a 42C. Se
afiadié el etanol en proporcion 1 ml de etanol al 70% por cada 1x10°® células.
Posteriormente, y para que las células quedaran perfectamente fijadas, se las mantuvo
durante un tiempo minimo de 30 minutos a 42C. En este punto las células se preservaron
a 42C hasta el momento de su marcaje. Para marcar los queratinocitos, el primer paso
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fue lavar 2 veces las células con PBS 1X + 0,5% FBS (Lonza) centrifugando a 2.000 rpm
durante 5 minutos a 42C. Tras el segundo lavado, se afiadié el anticuerpo primario
(queratina 1), y se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente. En todos los marcajes
con anticuerpos, ademds de nuestro anticuerpo de interés, se realizé un marcaje con un
anticuerpo negativo que nos permitiese determinar el fondo del marcaje. En el caso del
marcaje con queratina 1, como anticuerpo negativo se utiliz6 suero de conejo.
Transcurrida la hora de incubacién, se realizaron 2 lavados con un tampdn de lavado.
Una vez realizados los 2 lavados, se procedid al marcaje de las células con el anticuerpo
secundario Alexa Fluor 488 Goat anti-Rabbit (Jackson InmunoResearch Laboratories).
Una vez afiadido el anticuerpo secundario, se incubd durante 1 hora en oscuridad a
temperatura ambiente. Tras la incubacion, se hicieron 2 lavados mas con el tampdn de
lavado centrifugando a 2.000 rpm durante 5 minutos a 42C. Finalmente, se suspendieron
las células en PBS 1X y se conservaron a 42C en oscuridad hasta el momento de pasarlas
por el citdmetro.

En el caso del marcaje con involucrina, las células fueron fijadas en
paraformaldehido al 3,7%. Se anadié a las células en proporcion de 500 pl de
paraformaldehido al 3,7% por cada 1x10° células. Las células se suspendieron en 450 pl
de PBS 1X por cada 1x10° células. Se preservaron las células en este punto hasta el
momento del marcaje con el anticuerpo. Cuando se marcaron los queratinocitos con
involucrina, lo primero que se hizo fue permeabilizar las células. Para ello, se aifadid
sobre las células saponina al 0,3 % (Sigma-Aldrich). Transcurrido este tiempo, se realizé
un lavado con PBS 1X y se centrifugaron las muestras a 2.000 rpm durante 5 minutos a
4°9C. A continuacién, se procedid con el marcaje de los anticuerpos primarios: anti-
involucrina (Sigma-Aldrich) y anti-mouse IgG como anticuerpo negativo. Para afiadir los
anticuerpos a la concentracién adecuada, estos se diluyeron en un buffer formado por
PBS y saponina al 0,1%. Los anticuerpos se incubaron durante 1 hora a temperatura
ambiente. Tras este periodo, se realizaron dos lavados con una solucién de lavado
compuesta por 0,1% de saponina y 5% de FBS en PBS 1X. Los lavados se realizaron
mediante centrifugaciones de 2.000 rpm durante 5 minutos a 42C. Tras el segundo
lavado, se procedié a marcar los queratinocitos con el anticuerpo secundario, en este
caso, Alexa Fluor 488 Goat anti-mouse (Jackson InmunoResearch Laboratories). Las
muestras se incubaron con el anticuerpo secundario durante 1 hora en oscuridad a
temperatura ambiente. Una vez finalizada la incubacién, se hicieron dos lavados con la
solucién de lavado centrifugando a 2.000 rpm durante 5 minutos a 49C. Finalmente, se
suspendieron las células en PBS y se conservaron en oscuridad a 4°C.

3.3.1.2.- Andlisis de apoptosis mediante deteccidon de Anexina V

Para el analisis de la adhesidn celular en fibroblastos, realizamos un estudio de
la apoptosis para ver si se producia muerte celular. Este estudio le realizamos mediante
citometria de flujo. Tras mantener los fibroblastos durante diferentes tiempos en
cultivo, y con y sin el tratamiento con NAP, se lavaron las células con PBS 1X. Tras este
lavado, se realizé el marcaje con AnexinaV mediante el kit de deteccion de apoptosis PE
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Anexin V Apoptosis Detection Kit (BD Pharmingen). La tincidon con Anexina junto con la
de 7AAD (7-amino-actinomycin D) permite diferenciar mediante citometria las células
vivas (negativas para ambos marcajes), células en apoptosis temprana (se marcan con
AnexinaV, pero son negativas para el 7AAD) y las células muertas por procesos
diferentes a la apoptosis (positivas para 7AAD y negativas para AnexinaV). Como
controles de estos experimentos, se utilizaron fibroblastos sanos, y fibroblastos tratados
con gquimioterdpicos que fueran positivos para apoptosis.

Todos los estudios de citometria de flujo se realizaron en la plataforma FAC's
Canto (BD Biosciences) y se conté con el soporte del personal técnico responsable del
Servicio de Citometria del Instituto de Investigacion Sanitaria Marqués de Valdecilla
(Idival) y de la Facultad de Medicina (Universidad de Cantabria). Todas las muestras
fueron suspendidas vy filtradas a través de filtros con un tamafio de poro de 70 um para
evitar la presencia de agregados. En cada experimento, se adquirieron un total de
10.000 eventos por cada muestra. Finalmente, es analisis de los resultados se llevé a
cabo mediante el empleo del software FACSDIVA (BD Biosciences).

3.3.2.- Ensayo de clonogenicidad

Para los ensayos de clonogenicidad, se sembraron las células a baja densidad
(2.500 células por pocillo) en co-cultivo con feeders. Se sembraron por triplicado en
placas de seis pocillos de 35 mm de didmetro. Tras 10-12 dias de cultivo, se lavaron los
pocillos con PBS 1X frio, y se fijaron las células con formaldehido al 3,7 % (Sigma-Aldrich)
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Tras la fijacidn, se realizdé un lavado con
PBS 1X frio y se tifieron las células con solucidn Rodamina-Azul del Nilo. Esta solucidn
estd compuesta por 1 % Rodamina B (Sigma-Aldrich), 1 % Nile Blue (Sigma-Aldrich) y
agua destilada (Jones & Watt, 1993). Posteriormente, se realizaron entre 2 y 3 lavados
homogéneos con agua destilada.

La cuantificacion de los ensayos de clonogenicidad se empled un microscopio
Optico de transmisidon acoplado a un espectrdgrafo. De esta forma se cuantificd la
densidad celular de cada pocillo, midiendo la absorbancia en un intervalo de longitudes
de onda que van desde los 400 a los 700 nm. Se realizé un barrido a lo largo de todo el
pocillo con el objetivo de cubrir toda la superficie para conseguir cuantificar la
absorbancia total del pocillo. Para ello, se midié la absorbancia de cada longitud de onda
para posteriormente, dividir la diferencia de las longitudes de onda mayor y menor. El
resultado obtenido, es la absorbancia media del pocillo. A continuacion, se sumaron las
absorbancias medias de cada posicion del barrido y se dividid entre el nimero total de
posiciones del barrido, de forma que se obtuvo la absorbancia total.
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3.3.3.- Ensayos de proliferacion celular

Para realizar los ensayos de proliferacion en queratinocitos, se sembraron
70.000 células por pocillo en placas de 6 pocillos en medio FAD completo realizando
triplicados en cada experimento. En los casos necesarios, se afiadio en péptido NAP. Se
realizé la cuantificaciéon a diferentes tiempos: 5, 7 y 9 dias. Para ello, primero se
eliminaron los feeders que aun permanecian en cultivo, para a continuacién, recoger las
células mediante una mezcla compuesta por PBS 1X-EDTA mas tripsina en proporcion
2:1 v/v. Finalmente se procedid con el contaje de las células con la ayuda de la cdamara
de Neubauer. Los resultados se expresan como el nimero medio de células contadas en
al menos tres experimentos independientes + SD.

En el caso de los ensayos de proliferacion de fibroblastos, se sembraron 2.500
células por pocillo en microplacas capaces de detectar el cambio de potencial (E-plate
16). Mediante el empleo de estas placas, se monitorizo la proliferacién celular durante
un periodo de tiempo de 120 horas mediante la tecnologia xCELLigence DP (ACEA
Biosciences), registrando los datos cada hora. Los resultados se expresan como el
cambio de potencial detectado en al menos tres experimentos independientes £ SD.

3.3.4.- Inmunofluorescencia
3.3.4.1.- Inmunofluorescencia en células

Las células se cultivaron sobre cubreobjetos de cristal redondos, se fijaron y se
tifieron con diferentes anticuerpos primarios, descritos en la tabla M.3. El método de
fijacidn se escogid en funcion de la solubilidad de los antigenos a estudiar: metanol a -
20°C durante 10 minutos o formaldehido al 3,7 % durante 10 minutos y posterior
permeabilizacién con metanol a -202C durante 5 minutos. Tras realizar la fijacidn, se
realizaron 2 lavados de 5 minutos cada uno con PBS. Se realizé un tercer lavado, pero
en esta ocasion con PBS-Tween-20 0.05 %. Posteriormente se procedié con el marcaje
mediante inmunofluorescencia indirecta con un anticuerpo primario a la concentracién
adecuada (Tabla M.3). Se realizé la incubacion con el anticuerpo primario durante una
hora en cdmara humeda a temperatura ambiente. Tras la incubacién, se realizaron otros
tres lavados, volviendo a ser el Ultimo con PBS 1X-Tween-20 0.05 %. Se incubaron las
células con el anticuerpo secundario correspondiente. Estos anticuerpos secundarios
portan un fluorocromo que es con el que posteriormente se detectara, mediante
fluorescencia, la presencia de la proteina diana del anticuerpo primario. La incubacién
con el anticuerpo secundario se llevd a cabo durante una hora en cdmara oscura y
humeda a temperatura ambiente. En el caso de realizar la inmunodeteccién de varias
proteinas, se incubaron los anticuerpos primarios de forma conjunta, y se revelaron con
una mezcla de anticuerpos secundarios especificos para cada anticuerpo primario con
diferentes fluorocromos. Los inmunomarcajes fueron contrastados durante 10 minutos
con 0,2 pug/ml de 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Sigma-Aldrich). Las muestras se
montaron con el medio de montaje Prolong Gold Antifade (Life Technologies) y se
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analizaron con un microscopio de fluorescencia Zeiss Imager D2 con camara Axio Cam
MRm fuente de fluorescencia HPX 120C Kubler Codix.

La cuantificacidn de las células inmunorreactivas para los diferentes marcajes,
se realizé con la ayuda del programa informatico ImageJ (NIH). Se procedié al recuento
de un numero representativo de células de cada condicidn experimental, siendo al
menos 4 campos diferentes tomados al azar en la preparacion e intentado cuantificar
aproximadamente 100-200 células por campo. Los resultados se expresan como
porcentaje de células positivas respecto a células totales. Los resultados se representan
como el porcentaje de células medio + SD.

3.3.4.2.- Inmunofluorescencia en parafina

El servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Universitario Marqués de
Valdecilla se encargd de embeber en parafina y realizar las secciones de piel a partir de
la biopsia de piel realizada a la paciente. Por tanto, una vez obtenidas las secciones de
piel embebidas en parafina, se desparafinaron y se hidrataron dichas secciones en
diluciones seriadas decrecientes de alcoholes: 15 minutos en estufa a 55 2C, 3 pasos de
5 minutos cada uno en xilol (Panreac), 3 pasos de 5 minutos cada uno en etanol al 100
%, 1 paso de 5 minutos en etanol al 95 %, un paso de 5 minutos en etanol al 50 % y
finalmente un paso de 5 minutos en agua destilada. El proceso de recuperacion
antigénica se llevd a cabo mediante un proceso térmico en tampdn citrato 0,01 M pH6
(citrato trisodico dihitratado) (Merck) durante 15 minutos en ebullicién en microondas.
A continuacién, se realizaron varios lavados en agua destilada. Posteriormente se
bloqued la auto-fluorescencia de la parafina mediante la incubacién de las secciones en
cloruro de amonio durante 30 minutos a temperatura ambiente. Tras esta incubacién
se realizé el bloqueo de las secciones para evitar las uniones inespecificas del anticuerpo
primario. Para ello, se bloqueé el tejido con una solucién al 1 % de albumina de suero
bovino (Sigma-Aldrich), y 8 % de suero bovino fetal en PBS 1X durante una hora a
temperatura ambiente. Se realizé un lavado de 5 minutos con PBS-Tween 0,05 % antes
de incubar con el anticuerpo primario durante 12 horas en cdmara humeda a 4 2C. Tras
la incubacidn con el anticuerpo primario se realizaron 2 lavados de 10 minutos cada uno
para, a continuacion, realizar un ultimo lavado con PBS-Tween 0,05 %. Se incubé con el
anticuerpo secundario durante una hora a temperatura ambiente en cdmara humeda y
oscuridad. Finalmente, se realizé la contratincién de los nucleos y el montaje,
visualizacién y andlisis de las muestras al igual que en el apartado 3.3.6.1. Los
anticuerpos empleados aparecen en la tabla M.3.
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3.4.- Estudios con animales de experimentacion

3.4.1.- Modelo animal para el estudio de piel

Todos los estudios de piel realizados con el modelo murino han sido realizados
en las instalaciones de la Universidad de Tel Aviv con la aprobaciéon del Comité de
Cuidado y Uso de Animales de la Universidad de Tel Aviv y el Ministerio de Salud de
Israel. Para la redacciéon de los materiales y métodos empleados en esta parte, la
doctoranda que firma esta Tesis ha contado con la ayuda y colaboracién de un miembro
del laboratorio de la Dra. Gozes, Oxana Kapitansky. Se cruzaron ratones heterocigotos
para le expresién de Adnp con ratones ICR. Los ratones heterocigotos obtenidos se
mantuvieron, junto con sus compafieros de camada, con un ciclo de 12 horas de luz
combinado con 12 horas de oscuridad hasta los dos meses de edad (Malishkevich et al.,
2015; Vulih-Shultzman et al., 2007). Estos animales dispusieron de comida y agua sin
limitaciones.

3.4.1.1.- Administracion y tratamiento del péptido NAP al modelo de ratén
transgénico

Para la realizar la administracion del péptido NAP, dicho péptido se disolvid en
una solucidn salina compuesta por 7,5 mg/ml de cloruro sédico, 1,7 mg/ml de acido
citrico monohidrato, 3 mg/ml de fosfato disddico dihidratado y 0,2 mg/ml de una
solucién de cloruro de benzalconio al 50 % (Alcalay, Giladi, Pick, & Gozes, 2004). De esta
forma se administraron 0,5 ug de NAP disueltos en 5 ul de esta solucidn salina por via
intranasal. La administracion se realizé de forma diaria, durante 5 dias a la semana
durante 6 semanas. Los ratones empleados como control fueron tratados con 5 pul de
placebo de la misma manera y con la misma duracién. Los ratones control (no tratados)
se mantuvieron hasta la edad de 4,5 meses.

3.4.1.2.- Establecimiento del modelo celular de fibroblastos a partir de ratones
transgénicos y tratamiento con NAP

Los fibroblastos empleados en los cultivos primarios in vitro se obtuvieron a
partir de las puntas de las colas de ratones hembra heterocigotas para la expresion de
Adnp. Como control, se utilizaron fibroblastos obtenidos de la misma localizacién
anatémica pero procedentes de hembras con una expresidon normal de dicho gen. Estas
hembras tenian una edad de 4,5 meses. Las puntas de las colas se incubaron con una
solucion formada por 1 mg/ml de colagenasa | en medio DMEM suplementado con 100
U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina. La incubacion se realizé a 37 eC
durante dos horas. Tras la incubacion, se afadié un 10 % de suero bovino fetal (FBS)
para detener la accion de la colagenasa. Tras realizar una centrifugacién, las células
fueron suspendidas en medio DMEM suplementado con un 10 % de FBS y antibidticos.
Para la realizacién de los ensayos de proliferacién, se sembraron 5.000 fibroblastos en
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cada pocillo en placas de 96 pocillos. En los casos indicados, se afiadio el péptido NAP a
una concentracién de 180 nM. Los datos se registraron mediante la tecnologia
IncuCyte™, que consiste en un sistema de toma real de imagenes. Los datos fueron
registrados cada 3 horas durante 3 dias.

Tabla M3. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en citometria de flujo (FACS) e
inmunofluorescencia (IF). *Anticuerpos negativos. **Los anticuerpos negativos se utilizan a la
misma concentracién que el anticuerpo primario correspondiente.

Anticuerpos primarios
Anticuerpo Especie Casa comercial Dilugion
P P FACS | IF
Queratina 10 (RKS60) Ratén Santa Cruz - 1/100
Ki-67 Conejo Abcam - 1/100
Fosfo-histona H3 (Ser10) Conejo Santa Cruz - 1/100
Ciclina E (C-19) Conejo Santa Cruz - 1/200
Ciclina B (GSN1) Raton Santa Cruz - 1/50
Ciclina A Ratén Santa Cruz - 1/100
Queratina 1 (AF87) Conejo Palex 1/60 1/100
Involucrina (SY5) Ratén Sigma-Aldrich 1/50 1/100
*1gG Ratén Sigma-Aldrich ok -
*lgG Conejo Sigma-Aldrich ok -
Anticuerpos secundarios
Dilucion
Anti E i C ial
nticuerpo specie asa comercia FACS IF
. . Jackson
Alexa Fluor 488-conjugated Conejo InmunoResearch 1/100 | 1/100
, Jack
Alexa Fluor 488-conjugated Ratdn ackson 1/100 | 1/100
InmunoResearch
. . Jackson
Alexa Fluor 594-conjugated Conejo InmunoResearch 1/100 | 1/100
k
Alexa Fluor 594-conjugated Ratdn Jackson 1/100 | 1/100
InmunoResearch

3.4.1.3.- Inmunofluorescencias en secciones de piel procedentes del modelo de ratén
transgénico

Para realizar el andlisis del tejido, las muestras de piel de los ratones tratados
con el péptido NAP se congelaron. Para ello se embebieron en compuesto OCT, se
enfriaron en isopentano que previamente habia sido enfriado en nitrégeno liquido vy
posteriormente se congelaron en nitrégeno liquido. Para realizar las
inmunofluorescencias, se realizaron las secciones de piel a partir de estos bloques OCT,
dejando descongelar posteriormente los cortes a temperatura ambiente. A
continuacion, se realizd la fijacidn de estas secciones en paraformaldehido al 4 %. Tras
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realizar un lavado con PBS, se procedid con la permeabilizacion del tejido. Para ello, se
incubaron las secciones de piel en una solucion compuesta por PBS 1X y TritdnX-100 al
0,1 % durante 10-20 minutos. Seguidamente se realizo6 el bloqueo para evitar las uniones
inespecificas de los anticuerpos primarios. Para ello, las secciones se incubaron durante
1 hora a temperatura ambiente con una solucidon compuesta por 1 % de BSA, 1 % de
gelatina, 2,5 % de suero de cabra, 2,5, % de suero de burro, 0,3 % de TritonX-100 en PBS
1X. A partir de este paso, el proceso es el mismo que el descrito en el apartado 3.3.6.2.
Los anticuerpos primarios y secundarios son los mismos que los indicados en la tabla
M.3.

3.5.- Analisis Estadistico

Los resultados obtenidos de nuestros experimentos se analizaron empleando
el programa estadistico SPSS version 13.0 (SPSS Inc.). El test de t de Student se utilizé
para comparar variables continuas, resumidas como medias * SD entre dos grupos. Las
comparaciones multiples se realizaron mediante el andlisis de varianza ANOVA. El valor
de significancia estadistica establecido en todos los tests realizados fue de p < 0,05.
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4. Resultados

4.1.- Estudio genético de la enfermedad

4.1.1.- Estudios moleculares

Como he mencionado en la introduccidn de esta Tesis Doctoral, previamente al
inicio del trabajo, se le realizaron a la paciente diversos estudios genéticos con el
objetivo de estudiar un posible Sindrome de Rett como posible causa genética de las
manifestaciones clinicas. Dado que estos estudios resultaron negativos, y ya en el
contexto de esta Tesis Doctoral, se han realizado otra serie de estudios moleculares con
el objetivo de hallar dicha causa.

Teniendo en cuenta el conjunto del cuadro clinico presentado por la paciente,
surgié la sospecha clinica de que podria tratarse de un sindrome de poliendocrinopatia
autoinmune, también conocido como sindrome APECED (OMIM# 240300). El sindrome
APECED es una enfermedad autosémica recesiva que se caracteriza por la presencia de
candidiasis recurrentes y la aparicion de endocrinopatias autoinmunes como la
insuficiencia suprarrenal, manifestaciones clinicas que podrian coincidir con las
presentadas por nuestra paciente. Otras manifestaciones asociadas a este sindrome son
la diabetes tipo | y disfunciones intestinales. EIl APECED esta causado por mutaciones
producidas en la region 21g22.3, en la cual esta codificado el gen AIRE (OMIM# 607358).
Este gen actua como regulador transcripcional de otros genes (Cervato et al., 2009), y
en el desarrollo y maduracién de los linfocitos T, siendo su papel mas importante la
seleccion negativa de linfocitos T autorreactivos (Lindh et al., 2008). Por todo esto, se
comprobd la presencia de mutaciones en el gen AIRE en la paciente mediante un
microarray CGH de resolucion diagndstica (60K). El resultado del estudio fue negativo
para mutaciones en esta region.

A pesar de que no existian mutaciones en el gen AIRE que justificaran la
sospecha clinica del APECED, se mantuvo la sospecha clinica de que el fenotipo de la
paciente debia estar producido por un defecto congénito de base genética. De esta
forma se justificaria la miopatia, la susceptibilidad a infecciones intestinales recurrentes,
la desregulacion endocrina manifestada con la deficiencia leve de IGF-1y la insuficiencia
adrenal observada por los datos clinico-analiticos, ademas de las alteraciones en la
homeostasis glucidica. Por ello, y mediante el laboratorio Genetadi, se realizé un
microarray gendmico de 400.000 oligonucleétidos (400K) de alta resolucion mediante
hibridacién gendmica comparativa (aCGH). Mediante este andlisis se identificd una
duplicacién bialélica de 4,1 Kb en el cromosoma 21, que incluye la banda 21g22.3. En
esa duplicacién se incluye el gen LINCO0315 (C210rf93) (Figura R.1A). Actualmente, no
se conoce la funcion especifica de este gen, aunque se sabe que codifica para un ARN
regulador que no se expresa a nivel de proteina (Long Intergenetic Nonprotein Coding
RNA, Gene ID: 246704). Ademds, y hasta la fecha, tampoco se ha visto que LINCO0315
esté asociado a patologias. Lo que si se encuentra descrito hasta la fecha, es una co-
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regulacién transcripcional de este gen con otros genes del cromosoma 21 entre los que
se encuentra el gen AIRE (Warnatz et al., 2010). Ademas, en esta region duplicada se
han identificado elementos reguladores de la expresidn en posicion proximal y distal de
los genes coldgeno 18 alfa-1 (COL18A1), colageno 6 alfa-1 (COL6A1), colageno 6 alfa-2
(COL6A2), integrina beta-2 (/ITGB2) y de AIRE.
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Figura R.1.- Duplicacion del gen linc00315. A) Resultado del microarray CGH de 400K en el que
se encontré una duplicacion bialélica de 4,1 Kb en la region 21g22.3 (sefialada con la flecha). B)
Expresion de linc00315 en linfocitos obtenidos de controles y en los linfocitos obtenidos de la
paciente, donde se corrobora la sobreexpresién de dicho gen.

Para confirmar que la microduplicacion en la regién 21g22.3 era la causante de
las diferentes manifestaciones clinicas, se llevaron a cabo estudios de expresién de los
genes citados anteriormente y localizados en dicha regidon. Mediante la cuantificacion
de RNA de linfocitos de sangre periférica de la paciente, se comprobd la sobreexpresion
de LINC0O0315 respecto a controles (Figura R.1C). Sin embargo, su relacién con la
expresion del resto de genes que explicase un posible “sindrome de genes contiguos”,
no se logré demostrar. A su vez, con el objetivo de encontrar alguna razén clinica para
las infecciones recurrentes, también se ha realizado un estudio inmunolégico de las
diferentes poblaciones linfocitarias. Sin embargo, en este estudio no se encontrd ningun
desajuste de dichas poblaciones.
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Por ello, y con la constante sospecha clinica de que |a causa de la patologia era
un defecto congénito de base genética, se optd por realizar una secuenciacion del
exoma tanto de la paciente como de sus padres que permitiese estudiar posibles
mutaciones, fundamentalmente de novo, que explicaran la patologia de la paciente.

4.1.2.- Secuenciacion del exoma trio

Las técnicas de secuenciacion masiva de nueva generacion (Next Generation
Sequencing, NGS), como la secuenciacion del exoma (Whole Exome Sequencing, WES),
o la secuenciacién del genoma (Whole Genome Sequencing), han ofrecido en los ultimos
afios nuevas oportunidades para dilucidar la base genética de las enfermedades
conocidas como “raras”. Como se ha mencionado en la introduccién de esta Tesis
Doctoral, la técnica WES ya ha sido utilizada para la identificacién de nuevos genes
responsables del Sindrome del Espectro Autista, entre ellos, mutaciones de novo en el
gen ADNP.

De esta forma, a partir de una muestra de sangre periférica de la paciente y
otra muestra de sus padres, aislamos ADN gendmico. Para realizar la secuenciacion del
exoma, utilizamos los servicios ofrecidos por la empresa Sistemas Gendmicos de
Valencia (Espaiia). El exoma fue secuenciado utilizando la tecnologia lllumina, y los datos
crudos se alinearon respecto al genoma de referencia (human, hgl9, GRCh37). Tras
realizar el filtrado de las variantes, obtuvimos 7 genes candidatos de ser la causa
genética de las manifestaciones clinicas presentadas por la paciente: PRSS56, C2, CFB,
NOTCH4, ERBB2, CYP2B6 y ADNP. Esta seleccion se realizd, principalmente, basandonos
en el efecto producido por la variante, la frecuencia alélica del cambio en la poblacién
general, el tipo de mutacidn y el posible dafio producido en la proteina. En la tabla R.1
se pueden observar la posicidn en el genoma donde se localizan estos genes, el cambio
de nucleétido que se produce en cada mutacion, la frecuencia alélica del cambio en la
poblacién general, el efecto que produce la variante en la secuencia, el tipo de mutacién
de la que se trata, las patologias a las que pueden estar asociadas estas mutacionesy la
prediccién del dafio que estas mutaciones pueden producir en la proteina codificada.
Teniendo en cuenta estas caracteristicas, realizamos una seleccion de nuestro gen
candidato. De esta forma, observamos que la Unica mutacién que produce un cambio
en el marco de lectura es la ocurrida en el gen ADNP, de forma que ademas se produce
una elongacion debida a la insercién de un nucledtido. Por otro lado, la frecuencia alélica
en la poblacién general es desconocida para tres de las variantes encontradas: ERBB2,
CYP2B6 y ADNP. De los 7 genes candidatos, 6 de ellos, es decir, todos salvo ADNP,
presentan mutaciones recesivas. Teniendo en cuenta la falta de antecedentes
familiares, que las mutaciones de novo son las mas abundantes en los trastornos del
espectro autista, y que ADNP era el Unico gen asociado con autismo, decidimos iniciar
el estudio de ADNP.

Hay que destacar que en el momento en el que obtuvimos el resultado de la

61



Resultados

secuenciacion del exoma, encontramos un trabajo recientemente publicado
describiendo 10 casos de niflos con mutaciones en el gen ADNP (Céline Helsmoortel et
al., 2014). Los 10 nifios descritos presentaban una serie de caracteristicas fenotipicas
comunes entre ellos y con nuestra paciente. Ademas, dos de ellos presentaban la misma
mutacion en la proteina que nuestra paciente. A partir de ese momento, y por primera
vez desde el inicio del seguimiento clinico de la nifia, se la pudo asignar un diagndstico
clinico: Sindrome ADNP.

Tabla R.1.- Resultado del filtrado de variantes encontrado tras la secuenciacidon del exoma de
la paciente y del exoma de sus padres. En la siguiente tabla se pueden encontrar los 7 genes
candidatos obtenidos y las caracteristicas mediante las cuales fueron seleccionados.

#HGNC Chr Pos REF | VAR Variant_effect ALL_MAF Tag Hc?an:sn HGMD_disease PolyPhen_prediction
. . Recessive . . .
PRSS56 chr2 233390199 C G missense_variant 0,0234 de novo DM Microphthalmia benign(0.05)
2 chré | 31903804 G c missense_variant | 0,0303 | Recessive DP ComplementC2 |\ ly_damaging(0.933)
deficiency
Macular
CFB chré 31914024 T A missense_variant 0,0298 Recessive DP degeneration possibly_damaging(0.606)

risk association
with

Schizophrenia

NOTCH4 chré 32188823 G A missense_variant 0,0289 Recessive DP L N benign(0.004)
association with
Lung cancer
increased
ERBB2 chri?7 37884037 C G missense_variant - Recessive DP Risk in females | possibly_damaging(0.813)
non-smokers and
non-drinkers
Altered S-
CYP2B6 chri9 41512841 G T missense_variant - Recessive DFP methadone benign(0.007)
metabolism
ADNP | chr20 | 49s0s08a | 6 | r | [frameshift variant De_novo | DM? Autism

feature_elongation

4.2.- Establecimiento y caracterizacion de un modelo
celular primario para la realizacion de estudios genéticos
y celulares

Una vez identificada la causa genética para las manifestaciones clinicas
presentadas por la paciente, necesitdbamos tener un modelo celular sobre el que poder
estudiar los efectos fenotipicos de la mutacién. El modelo celular ideal seria aquel que
estuviera formado por células que presentaran de manera natural la misma mutacion
gue nuestra paciente. La realizacién de una biopsia de piel supone un método
minimamente invasivo para la obtencién de células. Ademas, existen estudios previos
en los que se han empleado fibroblastos de piel como modelo celular en enfermedades
neurodegenerativas (Auburger et al., 2012; Li et al., 2016). Ademas, esta opcidn también
nos permitid crear un repositorio de células de la paciente mediante la amplificacion del
cultivo celular obtenido, eliminando la necesidad de nuevas biopsias de piel. En base a
esto, decidimos utilizar fibroblastos y queratinocitos primarios de la paciente para los
estudios celulares.
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4.2.1.- Las células portadoras de la mutacion en el gen ADNP presentan
diferencias morfoldgicas y una menor capacidad proliferativa respecto a
las células sin mutacion

A partir de la biopsia de piel, mediante el procesamiento de la muestra,
obtuvimos un cultivo celular de queratinocitos de piel y un cultivo celular de fibroblastos
(Figura R.2A). Lo primero que observamos en estos cultivos, fueron diferencias en la
morfologia celular entre las células obtenidas de la paciente y las células procedentes
de controles sanos. Como se puede observar en la figura R.2B arriba a la izquierda, los
queratinocitos presentan una morfologia poligonal cuando se encuentran en cultivo
celular, con unas uniones intercelulares bien definidas. Sin embargo, en los
queratinocitos que presentan la mutacidon en el gen ADNP (Figura R.2B arriba a la
derecha), observamos zonas donde vemos esta morfologia tipica de estas células,
mientras que en otras zonas del cultivo encontramos células redondeadas. En estas
regiones, las células son mas refringentes y presentan mayores espacios intercelulares,
dando la sensacién de sufrir una pérdida de adhesién celular junto con una morfologia
mitdética. Ademads de estas observaciones, también apreciamos que las células
portadoras de la mutacion, presentan un aspecto mas diferenciado que incluye un
mayor tamano celular.

Respecto a los fibroblastos, también observamos diferencias en la morfologia
entre los controles y los aislados a partir de la biopsia de la paciente (Figura R.2B, abajo).
Como se puede apreciar en los controles, los fibroblastos son células adherentes con
una morfologia fusiforme y plana acompafnada de prolongaciones cortas. Cuando estas
células se encuentran en cultivo celular, se encuentran formando haces de fibras. En los
fibroblastos portadores de la mutacién (figura R.2B abajo a la derecha), vemos que no
crecen formando haces, sino que se encuentran aislados y presentan una morfologia
estrellada.

Mediante la realizacién de una PCR alelo-especifica, comprobamos que nuestro
modelo celular presentaba la mutacidon en el gen ADNP encontrada en la paciente
(Figura R.2C). Mediante esta técnica, pudimos discriminar la expresion entre el alelo
mutado y el no mutado y confirmamos que los queratinocitos y los fibroblastos aislados
de la piel de nuestra paciente expresan tanto el alelo wild type (no mutado) como el
alelo mutado. Por el contrario, las células empleadas como control, expresan
Unicamente el alelo no mutado.
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Figura R.2.- Establecimiento de los modelos celulares in vitro. A) En este esquema podemos
observar como a partir de una biopsia de piel de la paciente y de los controles sanos, mediante
disgregacion y digestidon enzimatica del tejido, obtuvimos un cultivo celular de queratinocitos y
de fibroblastos que nos servira como modelo celular sobre el que poder estudiar los efectos de
la mutacion. B) Imagenes en contraste de fase de los cultivos obtenidos donde se observan las
diferencias en la morfologia celular. ADNP wt: wild type, ADNP mut: mutado. Barra de escala:
50 um. C) Resultado de la PCR alelo-especifica que confirma la validez de los modelos celulares
respecto a la presencia de la mutacién en ADNP. Ker: queratinocitos; Fib: Fibroblastos.

Una vez establecidos los cultivos celulares, observamos en ambos tipos
celulares, que las células portadoras de la mutacién tardaban mas tiempo en alcanzar la
confluencia si se comparaban con los controles. Concretamente, observamos que las
células mutantes tardaban aproximadamente el doble de tiempo en llegar a confluencia
si los comparabamos con los controles. Por esta razdn, realizamos una curva de
proliferacion con el objetivo de estudiar la capacidad de crecimiento de ambos tipos
celulares a diferentes tiempos (Figuras R.3A y R.3B). En el caso de los queratinocitos
(Figura R.3A), observamos que la capacidad proliferativa de las células portadoras de la
mutacion es muy inferior a la capacidad proliferativa de los controles. Aunque el nimero
de queratinocitos mutantes presentes en el cultivo incrementa a lo largo del tiempo, no
llega a alcanzar el numero de células que alcanzan los queratinocitos empleados como
control. Respecto al crecimiento de los fibroblastos portadores de la mutacién (Figura
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R.3B), observamos un resultado similar al de los queratinocitos. A lo largo del tiempo, el
numero de fibroblastos mutantes también incrementa, pero una vez mas observamos
que este incremento de la proliferacién no se produce en la misma proporcién que el
incremento de la proliferacion de los fibroblastos empleados como control.

Ademads de cuantificar la proliferacién de estas células, y dado que los
queratinocitos de piel crecen formando colonias, también analizamos la capacidad
clonogénica de estas células. Para ello, realizamos un ensayo de clonogenicidad (Figura
R.3C). Mediante este ensayo, podemos observar las colonias de queratinocitos tefiidas
en color rosa. Lo que encontramos fue un llamativo menor numero de colonias de los
queratinocitos portadores de la mutacion en el gen ADNP respecto al control. Es decir,
los queratinocitos mutantes no eran capaces de formar colonias. Este hecho encaja con
la menor capacidad proliferativa que poseen estas células. Y aunque tras realizar la
tincidn para observar las colonias, el resultado parecia estar bastante claro, decidimos
cuantificar este resultado (Figura R.3D). Para ello, y gracias a la ayuda del Departamento
de Fisica Aplicada de la Universidad de Cantabria, cuantificamos la densidad celular en
cada pocillo midiendo la absorbancia. Tras realizar las mediciones y los diferentes
calculos, corroboramos que efectivamente, la capacidad clonogénica de los
queratinocitos mutantes era menor respecto al control. Ademas, esta diferencia es
significativamente estadistica (p < 0,01).

— ADNP wt
ADNP mut

31— ADNPwt
ADNP mut

N2 células (x10°)

Proliferacion celular(a. u.)

5 7 9 SRRLIBRIIE
Tiempo (dias) Tiempo (horas)
C D

Absorbancia (%)
N
o

ADNP wt ADNP mut

QA" o
NS Q «

Figura R.3.- Estudio de la capacidad proliferativa de los modelos celulares procedentes de piel.
A) Curva de proliferacion de queratinocitos realizada mediante la cuantificacién con la cdmara
de Neubauer. B) Curva de proliferacion de fibroblastos cuantificada con XCELLIgence. C) Ensayo
de clonogenicidad que muestra que los queratinocitos que poseen la mutacién también
presentan una menor capacidad. D) Cuantificacion del ensayo de clonogenicidad mediante la
absorbancia a 400-700 nm de las células tefiidas con rodamina B. El histograma representa los
valores promedio = SD de tres experimentos independientes. Significacién estadistica ** p <
0,01.
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4.2.2.- Los queratinocitos de piel portadores de la mutacidon en el gen
ADNP presentan una mayor diferenciacion terminal escamosa

Siguiendo con la caracterizacion de nuestro modelo celular, estudiamos la
capacidad de diferenciacién terminal escamosa de los queratinocitos de piel.
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Figura R.4.-Estudio de la diferenciacion celular en queratinocitos de piel. A) Analisis del tamanio
y la complejidad celular de los queratinocitos mediante citometria de flujo. B) Cuantificacion del
tamafio celular. Los datos corresponden a las regiones sefaladas en los histogramas de A. C)
Analisis de la expresién de la queratina 1 mediante citometria de flujo. D) Cuantificacién de la
expresion de queratina 1 segln los datos obtenidos mediante la citometria de flujo. E) Analisis
mediante citometria de flujo de la expresidn de involucrina. F) Cuantificacion de la expresion de
involucrina a partir de los datos obtenidos mediante citometria de flujo. ADNP wt: wild type,
control; ADNP mut: células que presentan el alelo mutado. Los histogramas representan los

valores promedio * SD de al menos tres experimentos independientes. Significacidon estadistica
*p <0,05; **p < 0,01.

Mediante el analisis con citometria de flujo, realizamos un estudio de la
expresion de los principales marcadores de diferenciacidon terminal en queratinocitos:
queratina 1 (KRT1) e involucrina (IVL). Lo primero que nos encontramos al realizar estos
analisis, fue que los queratinocitos portadores de la mutacidon presentaban un mayor
tamafio y una mayor complejidad celular respecto a los queratinocitos que no poseen la
mutacion (Figuras R.4A y R.4B). Concretamente, se producia un incremento de tamafio
y complejidad de las células mutantes del 20 % (p < 0,05) respecto al control. Al analizar
la expresién de los dos marcadores de diferenciaciéon (Figuras R.4Cy R.4E), observamos
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gue la expresiéon de ambos era mayor en los queratinocitos mutantes respecto al
control. Al cuantificar el porcentaje de células positivas para cada marcador, podemos
observar claras diferencias de expresion. En el caso de la queratina 1 (Figura R.4D),
vemos un incremento de expresion del 20 % entre las células positivas mutantes y las
células positivas del control, siendo este incremento estadisticamente significativo (p <
0,05). Respecto a la expresion de involucrina (Figura R.4F), también observamos un
incremento de mas del 20 % (p < 0,01) en la expresion de este marcador en las células
mutantes respecto al control.

4.3.- Estudio inmunofenotipico de la piel de la paciente a
partir de biopsia de piel

La realizacién de la biopsia de piel de la paciente, ademdas de permitirnos
establecer un modelo de cultivo celular, también nos ha permitido realizar un estudio in
situ de la piel. De esta forma, hemos podido estudiar caracteristicas de la piel de la
paciente como son el grosor de la epidermis, o la expresion de proteinas del ciclo celular.

4.3.1.- En secciones de piel procedentes de la paciente, encontramos una
menor proliferacion celular junto con una mayor diferenciacién

Mediante una simple ecografia de piel se puede medir el grosor de la epidermis,
como se indica entre las flechas de la figura R.5A. De esta forma pudimos medir el grosor
de la piel del antebrazo en su cara ventral en nuestra paciente, siendo esta medida de
0,9 milimetros. Al realizar la misma medida en la misma zona anatémica en otros 8
controles del mismo sexo, peso y edad, encontramos que el grosor de la epidermis era
de 1,2 + 0,1 milimetros. El grosor de la piel de los controles se encuentra dentro del
rango de valores normales tal y como se describe en la literatura (Van Mulder et al.,
2017).

Al tedir los cortes de piel obtenidos mediante la biopsia con
hematoxilina/eosina, también observamos que la epidermis de la paciente presentaba
un grosor menor si lo comparamos con cortes de piel de controles de una edad
aproximada y obtenidos de la misma regién corporal (Figura R.5B). Sin embargo,
observamos que el grosor de capa cornea de la epidermis era mayor en la paciente
respecto a los controles, tal como se indica en las imagenes inferiores de la figura R.5B
con las flechas negras. Para conocer cual era la diferencia en el grosor de esta capa entre
nuestra paciente y el control, llevamos a cabo su cuantificacion en secciones de piel
inmunomarcadas para queratina 10 (KRT10), donde se indica el grosor de la capa cornea
con las flechas blancas en la figura R.5C. Tras realizar la cuantificacién (Figura R.5D),
vimos que el grosor de esta capa era aproximadamente 3 veces mayor (p < 0,001)
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respecto al control. Este resultado es consistente con la aparicion de hiperqueratosis en
la paciente (Figura R.5E).

Estas imdagenes de la figura 5 nos aportan mads informaciéon. Cuando
observamos las imagenes inferiores de la figura R.5B, vemos que los queratinocitos que
forman la epidermis del control se encuentran distribuidos de una forma mas compacta.
Si lo comparamos con la imagen correspondiente a la paciente (ADNP mut), no vemos
esta distribucién compacta. Ademas, en la epidermis de la paciente observamos una
pérdida de celularidad junto con la presencia de mitosis aberrantes o atipias. En la figura
R.5B, en la parte inferior, las flechas amarillas indican estas diferencias celulares entre
el control y la paciente.

Por otro lado, el marcaje de las secciones de piel con queratina 10 (Figura R.5C),
nos aporta informacion sobre la mayor diferenciacién de los queratinocitos de la piel de
nuestra paciente. Con este marcaje observamos que la expresién de este marcador de
diferenciacién es mds intensa en la paciente respecto al control, por lo que una vez mas,
tenemos evidencias de la mayor diferenciacién de los queratinocitos portadores de la
mutacion en el gen ADNP. Mediante este marcaje también observamos que el tamafio
de los nucleos de las células mutadas parecia mayor. Anteriormente habiamos
comprobado que las células mutantes poseian un mayor tamaiio celular, y esto suele ir
acompafiado de un incremento en el tamafio nuclear debido a la generacién de células
poliploides. Por esta razdn, realizamos una cuantificacidon del tamafio de los nucleos de
estas células (Figura R.5F). Para ello, sirviéndonos de que los nucleos habian sido tefiidos
con DAPI, realizamos una cuantificacidén de su drea. De esta forma corroboramos que de
forma significativa (p < 0,05), los nucleos de las células mutantes son mayores que los
nucleos de las células no mutantes. Este dato también nos aporta indicios de la mayor
diferenciacién que sufren estas células de la paciente.
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Figura R.5.- Estudio de las caracteristicas fenotipicas de piel de la paciente. A) Imagen obtenida
mediante ecografia donde se puede observar que el menor grosor de la epidermis puede ser
detectado mediante esta técnica. B) Tincidon con hematoxilina/eosina en la que se puede
observar tanto el menor grosor de la epidermis, como el mayor grosor del estrato cérneo en la
piel de la paciente (ADNP mut). Con un mayor aumento, se puede observar la menor celularidad
de la epidermis, junto con la morfologia mas redondeada y la presencia de mitosis aberrantes
(indicado con la flecha). C) Marcaje de queratina 10 mediante inmunofluorescencia realizada en
secciones de piel desparafinadas. D) Cuantificacion del grosor de la capa cérnea en las muestras
marcadas con queratina 10. E) Imagen obtenida de la paciente donde podemos ver la
hiperqueratosis desarrollada. F) Cuantificacion del tamafio nuclear de los queratinocitos de las
capas suprabasales de la epidermis. ADNP wt: wild type, control; ADNP mut: mutacion. El
histograma representa los valores promedio = SD de al menos tres experimentos
independientes. Significacidon estadistica *p < 0,05, ***p < 0,001. Barra de escala: 50 um.
Nucleos tefiidos con DAPI.
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4.3.2.- La piel procedente de la paciente portadora de la mutacion en el
gen ADNP presenta diferencias en la expresion de las proteinas del ciclo
celular de queratinocitos

A la vista de los resultados obtenidos hasta el momento, en los que observamos
una menor proliferacién y una mayor diferenciacién junto con las diferencias
morfoldgicas que presentaban los queratinocitos portadores de la mutaciéon en ADNP.
Teniendo en cuenta que ante una pérdida de adhesion los queratinocitos se diferencian
y los fibroblastos inician el proceso de apoptosis, nos planteamos la hipotesis de si
podria estar produciéndose un defecto en la adhesién celular.

Para poder estudiar la adhesion celular de los fibroblastos, empleamos un
método indirecto. Realizamos un estudio de la expresién de AnexinaV, el cual es un
marcador de apoptosis, mediante citometria de flujo. Nos decantamos por este método
ya que cuando los fibroblastos pierden su capacidad de adhesidn al sustrato, mueren
mediante el proceso de muerte celular programada o apoptosis, en este caso
denominada anoikis. Por otro lado, el defecto en el crecimiento de los cultivos celulares
también podria deberse a una mayor tasa de apoptosis. Por tanto, al realizar este
experimento, en base a nuestra hipétesis de una menor adhesién celular, esperariamos
que la expresién de AnexinaV fuera mayor en los fibroblastos mutantes que en el
control. Tras realizar el experimento y cuantificar las células positivas (Figura R.6), vimos
gue entre los fibroblastos mutantes habia un menor porcentaje de células positivas para
este marcador de apoptosis. Basdandonos en este resultado, los fibroblastos mutantes
tampoco tendrian un problema de adhesion celular.
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Figura R.6.- Estudio indirecto de la adhesion celular en fibroblastos. Estudio de la apoptosis en
fibroblastos. ADNP wt: wild type, control; ADNP mut: mutacién. El histograma representa los
valores promedio + SD de al menos tres experimentos independientes.
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Una vez que vimos que no parecia haber un defecto de adhesién en las células
mutantes, el siguiente paso fue comprobar si los defectos en proliferacion vy
diferenciacién podian deberse a dafio en el ADN de estas células. Para ello, estudiamos
la fosforilacion de la histona H2AX (yH2AX). Esta histona juega un papel importante en
el reclutamiento y acumulacién de las proteinas necesarias para la reparacién de roturas
de doble hebra en el ADN (Dickey et al., 2009). Por tanto, la fosforilacién de esta proteina
es un marcador temprano de dafio en el ADN. Tras estudiar su expresidn en secciones
de piel tanto de un control como de la paciente (Figura R.7A), observamos que no
parecia haber diferencias entre las células mutantes y las no mutantes, salvo quizd una
expresion mas intensa en el control. Al cuantificar el porcentaje de células positivas para
la expresiéon de yH2AX respecto a células basales (Figura R.7B), corroboramos que no
habia diferencias, siendo el porcentaje de células positivas practicamente el mismo en
ambas muestras.

ADNP wt

ADNP mut

N

Células positivas (%)

Figura R.7.- Estudio de dafo en el ADN mediante la expresion de H2AX. A) Expresion
de H2AX y de queratina 10. B) Cuantificacion de las células positivas para H2AX. ADNP
wt: wild type, control; ADNP mut: secciones de piel procedentes de la paciente con la mutacion
en ADNP. El histograma representa los valores promedio + SD de al menos tres experimentos
independientes. Barra de escala: 50 um. Nucleos tefiidos con DAPI.

71



Resultados

El siguiente paso fue realizar un estudio de la expresion de las proteinas del
ciclo celular, ya que un defecto en el ciclo, también podria conllevar a una mayor
diferenciacién de los queratinocitos. Por este motivo estudiamos la expresién de tres
ciclinas: A, B y E. Para ello realizamos un inmunomarcaje de secciones de piel tanto de
un control como de la paciente, con anticuerpos que reconocen estas proteinas.

Al estudiar la expresion de la ciclina A (Figura R.8A), también realizamos la
inmunodeteccién de queratina 10 para conocer el patrén de expresion de esta ciclina
en las diferentes capas de la epidermis. En las secciones de piel de la paciente, vimos
que la expresion de la ciclina A se producia fundamentalmente en la capa peribasal, lo
cual es tipico de la diferenciacién escamosa (Zanet et al., 2010), mientras que en el
control la expresién de esta proteina se localizaba con frecuencia en la capa basal.
Ademas, la expresidon de la ciclina A en la epidermis de la paciente era mucho mas
marcada. Dada esta diferencia de expresion, realizamos una cuantificacion para saber el
porcentaje de células positivas en cada muestra respecto al nimero total de células
(Figura R.8B). Lo que nos encontramos fue que, en la piel de la paciente, la expresion de
esta ciclina esta incrementada de forma significativa (p < 0,01). Concretamente, la
proporcién de células positivas para ciclina A en la piel mutante es 4 veces mayor que
en la piel control.

Cuando estudiamos la expresién de la ciclina B (Figura R.8C), no encontramos
expresion de esta proteina en la piel de la paciente, es decir, no habia ninguna célula
positiva para la expresiéon de ciclina B. Sin embargo, en el control si encontramos células
positivas para dicha ciclina. Junto con la ciclina B, estudiamos la expresién del marcador
de proliferacion celular Ki67 (Figura R.8C). En este caso, aunque detectamos la expresion
de Ki67 en la piel de la paciente, tanto su intensidad como la cantidad de células
positivas eran menores respecto al control. En el control, observamos que una mayoria
de las células de la capa basal eran positivas para la expresién de este marcador,
mientras que en la piel de la paciente habia raramente células positivas.

Respecto a la expresidn de ciclina E (Figura R.8D). Al igual que en el estudio de
la ciclina A, junto con la ciclina E realizamos el inmunomarcaje de queratina 10. De esta
forma, ademads de volver a observar una mayor expresién de esta queratina, con la que
corroboramos la mayor diferenciacion de las células de la paciente, podiamos conocer
la distribucién de la ciclina E a través de las diferentes capas de la epidermis. En el control
observamos que esta proteina se acumulaba, como esta descrito (Zanet et al., 2010), en
las capas suprabasales de la epidermis, mientras que, en la paciente, no vimos este
patron de expresion. En la epidermis de la paciente esta proteina se detectd solamente
en la capa basal.

72



Resultados

A CCNA1 KRT10 DAPI Merge

@

ADNP wt

Células positivas (%)

ADNP mut

CCNB1

ADNP mut ADNP wt

o

CCNE

ADNP mut

ADNP wt

m

pH3

ADNP mut

ADNP wt

Figura R.8.- Expresion en secciones de piel embebidas en parafina de proteinas involucradas
en el ciclo celular de los queratinocitos. A) Expresidon de ciclina A y de queratina 10. B)
Cuantificacidn de las células positivas para la ciclina A. C) Expresidn de ciclina By el marcador de
proliferacién celular Ki-67. D) Expresidén de ciclina E y queratina 10. E) Expresién de la fosfo-
histona H3 para estudiar el estado de condensacidn de la cromatina, junto con la expresidn de
la queratina 10. ADNP wt: wild type, control; ADNP mut: secciones de piel procedentes de la
paciente con la mutacidn en ADNP. El histograma representa los valores promedio * SD de al
menos tres experimentos independientes. Significacién estadistica ** p < 0,01. Barra de escala:
50 um. Nucleos tefiidos con DAPI.
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Ademas de estas proteinas, también realizamos un estudio de la condensacion
de la cromatina durante la metafase. Para ello, realizamos un marcaje con la fosfo-
histona H3 (pH3) sobre las secciones de piel (Figura R.8E). Segun el patrén de expresion
de esta proteina, podemos saber, cuando las células se encuentran en mitosis, si la
cromatina estd condensada en cromosomas. En el control observamos un patrén
punteado en aquellas células que se encuentran en mitosis. Es decir, el patrén que
corresponde a la condensacion de la cromatina como cromosomas. Sin embargo, en la
paciente no vimos ese patrén punteado, sino que encontramos un patrén fuerte y difuso
gue nos indicaba que la cromatina no se hallaba condensada como corresponde a los
cromosomas metafasicos.

4.4.- Desarrollo de una posible estrategia terapéutica
para corregir las alteraciones producidas por la mutacion
en ADNP

Como he mencionado en la introduccién de esta Tesis Doctoral, la proteina
ADNP posee un fragmento activo denominado NAP. Y dado que diversos estudios, como
también se ha comentado, han demostrado un efecto protector de este péptido frente
a diferentes agresiones celulares, quisimos estudiar cual seria el efecto producido sobre
nuestro modelo celular al afiadir NAP al medio de cultivo.

4.4.1.- El péptido NAP incrementa de forma tendencial la capacidad
proliferativa de queratinocitos y fibroblastos in vitro

El primer paso fue establecer una concentracion a la cual poder observar los
posibles efectos del tratamiento. Mediante los estudios existentes, sabiamos que, en
modelos neuronales, NAP ejerce su efecto protector a concentraciones del orden
fentomolar. Basandonos en esos datos, partimos de diferentes concentraciones para
tratar los queratinocitos y los fibroblastos. Probamos varias concentraciones del orden
nanomolar hasta 1 uM. Para decantarnos por una concentracién Unica, nos basamos en
ensayos de clonogenicidad. Para ello sembramos los queratinocitos como en un ensayo
de clonogenicidad normal, pero afiadiendo a la mitad de los pocillos el péptido NAP
desde el inicio del experimento (Figura R.9). Pese a que no se aprecian diferencias con
las células mutantes (se sembraron un mayor nimero de células mutantes debido a la
menor proliferacién de estas), nos decantamos por la concentracion de 100 nM
basdndonos en que a esa concentracion no se veia afectada la capacidad proliferativa
del control (no era téxico) y en que las colonias de los queratinocitos portadores de la
mutacion parecian mas grandes respecto a los queratinocitos portadores de la mutacion
sin el tratamiento con NAP.
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Figura R.9.- Ensayos de clonogenicidad con diferentes concentraciones del péptido NAP. Tras
probar diferentes concentraciones y basdndonos en el tamafo y nimero de las colonias de
queratinocitos, optamos por la concentracién de 100 nM. Células control (ADNP wt) sembradas:
2.500 células por pocillo. Células mutantes (ADNP mut) sembradas: 7.500 células por pocillo.

Una vez establecida la concentracién del péptido NAP en 100 nM como
adecuada para el tratamiento de queratinocitos in vitro, realizamos diversos estudios
para comprobar cudl era su efecto. En todos los experimentos realizados con el péptido,
lo anadimos al cultivo celular desde el inicio del experimento, a tiempo 0. Lo primero
que estudiamos fue la capacidad de proliferacion celular. Para ello, volvimos a realizar
curvas de proliferacion tanto para los queratinocitos como para los fibroblastos,
cuantificando la proliferacién a diferentes tiempos (Figuras R10.A, R10.B, R.10C y
R.10D). En el caso de los queratinocitos, tras afiadir el péptido NAP, no observamos
ningun efecto en las células control entre las tratadas y las no tratadas (Figura R.10A).
Es decir, NAP no afecta a la proliferacion celular de las células no mutantes. Sin
embargo, tras tratar las células portadoras de la mutacidn en ADNP con este péptido,
observamos un incremento de la proliferacién respecto a las células mutantes no
tratadas. Pese al tratamiento con NAP, no se llega a corregir por completo el defecto en
la proliferaciéon. Sin embargo, el incremento de la proliferacién de las células mutantes
sometidas al tratamiento respecto a las no tratadas es reproducible.

Respecto a la proliferacion de los fibroblastos, tras el tratamiento con el
péptido NAP a una concentracion de 100 nM, no observamos ninglin efecto en la
proliferaciéon, ni siquiera en los fibroblastos mutados (datos no mostrados). Por ello,
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optamos por utilizar una concentracién mayor, concretamente 600 nM. Una vez
realizada la curva de proliferacidon, en el control tampoco observamos ningun efecto, ni
beneficioso ni perjudicial respecto al tratamiento (Figura R.10C). Pero en los fibroblastos
portadores de la mutacidn, si vimos un efecto del péptido, volviendo a incrementarse la
proliferacion respecto a las células mutantes no tratadas (Figura R.10D).
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Figura R.10.- Estudio del efecto del péptido NAP sobre la proliferacion celular. A) Curva de
proliferacion de queratinocitos sin la mutacién en ADNP con vy sin el tratamiento con NAP. B)
Curva de proliferacion de queratinocitos portadores de la mutacién en ADNP con y sin el
tratamiento con NAP. C) Curva de proliferacién de fibroblastos sin la mutacion en ADNP cony
sin el tratamiento con NAP. D) Curva de proliferacion de fibroblastos portadores de la mutacidn
en ADNP con vy sin el tratamiento con NAP. E) Cuantificacién en diferentes tiempos de los
queratinocitos sanos desprendidos del cultivo celular, con y sin el tratamiento con NAP. F)
Cuantificacidn de los queratinocitos mutantes desprendidos del cultivo celular, en diferentes
tiempos y con y sin el tratamiento con NAP. ADNP wt: wild type, controles; ADNP mut: células
portadoras de la mutacién. Los histogramas representan los valores promedio + SD de al menos
tres experimentos independientes. Significacion estadistica * p < 0,05.
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A la vez que realizamos la curva de proliferacion de los queratinocitos, y
aprovechando el tratamiento con el péptido, decidimos cuantificar las células que se
desprenden del cultivo (Figuras R.10E y R.10F). Estas células del sobrenadante
corresponden a las células diferenciadas. Por tanto, tras recoger los queratinocitos del
sobrenadante a los 2 y 5 dias del inicio del experimento, realizamos su cuantificacion.
En el control (Figura R.10E), una vez mds, no observamos ningun efecto del péptido
sobre estas células respecto a las que no han recibido el tratamiento. En los
queratinocitos portadores de la mutacion (Figura R.10F), observamos que el péptido
NAP, a una concentracion de 100 nM, consigue revertir el nUmero de células que se
desprenden, llegando a ser 10 veces menor el nimero de células en el sobrenadante (p
< 0,05) tras dos dias de tratamiento. Tras 5 dias de tratamiento, la disminucion de células
en el sobrenadante es menor, pero también significativa (p < 0,05).

4.4.2.- El péptido NAP disminuye la diferenciacion terminal en
queratinocitos

Al encontrar que el péptido NAP es capaz de revertir en parte el defecto en la
proliferacion celular de aquellas células que poseen una mutacién en el gen ADNP,
nuestro siguiente paso fue estudiar el efecto de dicho péptido sobre la diferenciacion
terminal que sufren estas células.

Por esta razén, realizamos un estudio de la expresidon de los marcadores de
diferenciaciéon terminal, pero esta vez, afladiendo el péptido NAP tanto a los
gueratinocitos sin la mutaciéon como a los que poseen la mutacion en ADNP. Asi pues,
estudiamos la expresidon de la involucrina y de la queratina 1. Para el estudio de la
expresion de involucrina, realizamos la cuantificacion mediante citometria de flujo
(Figuras R.11A y R.11B). Una vez mas, vimos que la expresion de involucrina era mayor
en los queratinocitos portadores de la mutacion respecto al control, en este caso, la
expresion era un 15 % mayor (Figura R.11A arriba a la derecha). Pero tras tratar estas
células con el péptido NAP, observamos que su expresidon disminuia, aunque sin llegar a
los niveles del control (Figura R.11A, abajo a la derecha). Tras realizar el analisis y
cuantificar el nimero de células positivas para la expresion de involucrina (Figura R.11B),
pudimos ver que el tratamiento con el péptido no tiene ningun efecto sobre las células
control. Sin embargo, en los queratinocitos portadores de la mutacion, tras el
tratamiento, observamos una disminucion de casi el 10 % (p < 0,05) de la expresién de
este marcador de diferenciacion respecto a los queratinocitos mutantes no tratados.

Otro dato que pudimos analizar mediante citometria de flujo, fue si se producia
alglin cambio en la morfologia celular. Este dato lo estudiamos mediante la complejidad
y el tamafio celulares (Figura R.11C). De esta forma, tras realizar la cuantificacion de los
datos obtenidos (Figura R.11D), encontramos un resultado similar al de la expresion de
involucrina. Corroboramos que los queratinocitos mutantes poseen un mayor tamafio y
complejidad celulares que los no mutados, siendo la diferencia de casi un 20 %. No vimos
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un efecto de NAP sobre los queratinocitos control respecto a su morfologia celular. Pero
en los queratinocitos mutantes tratados, encontramos una disminucién significativa (p
< 0,05) del tamafio y la complejidad celulares respecto a los mutantes no tratados.

Para estudiar la expresiéon de la queratina 1, analizamos sus niveles de
expresion del ARN mensajero (Figura R.11E). Una vez mas, encontramos un incremento
en la expresién de este marcador en las células mutadas. Pero tras el tratamiento con
NAP, vimos una disminucién de la expresion de este marcador de diferenciacion
terminal en los queratinocitos mutantes respecto a los no tratados que era
estadisticamente significativa (p < 0,05). En el control, al igual que en los experimentos
anteriores, no observamos ningun efecto tras el tratamiento.
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Figura R.11.- Estudio del efecto del péptido NAP sobre la diferenciacion celular en
queratinocitos de piel. A) Andlisis de la expresidn de involucrina mediante citometria de flujo.
B) Cuantificacién de la expresion de involucrina a partir de los datos obtenidos mediante
citometria de flujo. C) Andlisis del tamafio y la complejidad celular de los queratinocitos
mediante citometria de flujo. D) Cuantificacién del tamafio celular. E) Analisis de la expresion
del RNA mensajero de la queratina 1 mediante RT-gPCR. ADNP wt: wild type, control; ADNP mut:
células que presentan el alelo mutado. Los histogramas representan los valores promedio * SD
de al menos tres experimentos independientes. Significacidn estadistica *p < 0,05.
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Aunque ya habiamos visto que el péptido NAP era capaz de disminuir la
diferenciacién en los queratinocitos que poseen la mutacién en ADNP, decidimos
estudiar también la expresién de los marcadores involucrina, queratina 1 y queratina
10, tras tratar los queratinocitos con el péptido, mediante un ensayo de
inmunofluorescencia in vitro (Figura R.12). Una vez mas, al estudiar la expresién de los
tres marcadores de diferenciacién, vimos que las células portadoras de la mutacion en
el gen ADNP poseian una mayor expresion de estas proteinas. Una vez que tratamos las
células, tanto las del control como las obtenidas a partir de la paciente, vimos que la
expresion de involucrina (Figuras R.12A y R.12B), disminuia de manera significativa (p <
0,05) tanto en el control como en las células mutadas. Aunque el descenso del
porcentaje de células positivas para involucrina era mayor en los queratinocitos
mutantes tratados respecto a los mutantes no tratados, observando un descenso de casi
el 20 % (Figura R.12B).

En el caso de la expresién de queratina 10 (Figuras R.12Cy R.12D), el resultado
tras el tratamiento era similar: un descenso de la expresion de este marcador y con la
misma significancia estadistica (p < 0,05) tanto en células mutantes como no mutantes.
En este caso, el descenso el porcentaje de células positivas mutadas tratadas respecto a
las mutadas no tratadas no era tan grande como en el caso anterior, siendo en este caso
un descenso del 7 %. En el caso del control, el descenso en la expresion del marcador
eradeun 2 %.

Por ultimo, en el resultado que observamos respecto a la expresiéon de
queratina 1 (Figura R.12E y R.12F), vemos el mismo resultado que en los
inmunomarcajes anteriores. El descenso en la expresiéon de este marcador tras el
tratamiento se produce de manera significativa (p < 0,05), siendo un descenso del 2 %
en el control, y un descenso del 7 % en los queratinocitos mutantes.

Aunque en este experimento hemos observado un descenso de la expresion de
los tres marcadores en el control, no hemos considerado el tratamiento con NAP como
un elemento dafiino para las células que no poseen la mutacién, ya que es mediante
esta técnica mediante la Unica que hemos observado este hecho, y con los experimentos
anteriores, no vimos que el tratamiento afectara a la proliferacion, ni vimos a las células
fenotipicamente dafiadas.
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Figura R.12.- Expresion de diferentes marcadores de diferenciacion terminal mediante
inmunofluorescencia. A) Estudio de la expresién de involucrina. B) Cuantificacion de la
expresion de involucrina a partir de la inmunofluorescencia. C) Estudio de la expresion de
queratina 10 (verde) y queratina 1 (rojo). D) Cuantificacion de la expresidon de queratina 10 a
partir de la inmunofluorescencia. E) Cuantificacidn de la expresion de queratina 1 a partir de la
inmunofluorescencia. ADNP wt: wild type, control; ADNP mut: células que presentan el alelo
mutado. Los histogramas representan los valores promedio + SD de al menos tres experimentos
independientes. Significacién estadistica *p < 0,05. Nucleos tefiidos con DAPI. Barra de escala

50 um.
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4.5.- Estudio de las caracteristicas de la piel en un modelo
de ratéon en hemicigosis para Adnp

Para la realizacion de esta parte del proyecto, establecimos una colaboracién
con el laboratorio de la Dra. lllana Gozes de la Universidad de Tel Aviv, en Israel. La Dra.
Gozes tiene una amplia experiencia en el estudio de ADNP. Su laboratorio es el
responsable del descubrimiento tanto del gen ADNP como del péptido NAP (Bassan et
al., 1999; Vulih-Shultzman et al., 2007; Zamostiano et al., 2001). Para sus trabajos en
Alzheimer, han desarrollado un ratén que expresa Adnp en hemicigosis (recordemos
que alteraciones en el gen Adnp en homocigosis, son letales en ratones). Gracias a esta
colaboracién, se han podido realizar estudios similares a los desarrollados en nuestro
laboratorio sobre el paciente humano, pero empleando el modelo murino. Para ello, un
miembro del laboratorio de la Dra. Gozes, Oxana Kapitansky, ha realizado los
experimentos en ratones, guiados por nuestras indicaciones en cuanto al cultivo de
fibroblastos de piel, los marcadores de diferenciacién y anticuerpos a utilizar y los
experimentos concretos que queriamos realizar. Los resultados del modelo murino,
también forman parte de la publicacion resultante de esta Tesis Doctoral. A
continuacion, se describen brevemente los resultados obtenidos en Israel mediante esta
colaboracién.

4.5.1.- Las células de la piel de los ratones que expresan Adnp en
hemicigosis presentan una menor capacidad proliferativa que puede ser
corregida mediante el tratamiento con el péptido NAP

Para realizar los estudios de proliferacién celular, se obtuvieron fibroblastos a
partir de colas de ratdn. Se utilizaron ratones de fenotipo salvaje (wild type) y ratones
gue expresan Adnp en hemicigosis, es decir, que solo poseen una copia funcional del
gen Adnp. Una vez aislados los fibroblastos, se establecié el cultivo celular. Para realizar
los ensayos de proliferacion celular (Figura R.13), se siguieron las mismas pautas que las
empleadas en el caso de las células humanas. Al igual que en los fibroblastos humanos,
los fibroblastos de raton fueron tratados con el péptido NAP. La concentracion
empleada fue 180 nM. Con este experimento se obtuvieron dos resultados (Figura R.13):
1) Encontraron que los fibroblastos de ratén que poseen un déficit en la expresion de
Adnp, presentan una capacidad proliferativa menor respecto a los fibroblastos de ratén
con una expresion normal de dicho gen; 2) Al exponer a los fibroblastos a 180 nM del
péptido NAP, en las células empleadas como control no se observd ningun efecto. Sin
embargo, en los fibroblastos con déficit de expresion de Adnp, se encontrd un ligero
incremento de su capacidad proliferativa.
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Figura R.13.- Curva de proliferacién de fibroblastos de ratén. Cuantificacion de la proliferacion
en fibroblastos de ratones con expresion normal de Adnp y de ratones con expresion deficiente
de Adnp. Ambos grupos, también fueron tratados con NAP. Adnp*/*: ratones con expresion
normal de Adnp; Adnp*: ratones con expresién deficiente de Adnp. Los histogramas
representan los valores promedio = SD de al menos tres experimentos independientes.

4.5.2.- El péptido NAP disminuye la diferenciacion en el modelo de raton
transgénico in vivo

En nuestro laboratorio, Unicamente habiamos podido estudiar el efecto del
péptido NAP in vitro, aunque las células empleadas en nuestros estudios, proceden de
una paciente que poseen una mutacion de novo en el gen ADNP. La ventaja que nos
confirié esta colaboracidén, fue que se han podido realizar estudios similares in vivo. Para
ello, en el laboratorio de la Dra. Gozes, trataron a los ratones con el péptido NAP y
estudiaron el efecto producido sobre el animal.

De esta forma, se tratd a un grupo de ratones con expresion deficiente de Adnp
con el péptido durante 6 semanas. Como control, se establecié un grupo de ratones sin
deficiencias en la expresién de Adnp y otro grupo con deficiencias en la expresion de
dicho gen. Ambos grupos de ratones fueron tratados con placebo. Transcurrido el
tiempo de tratamiento, se obtuvieron secciones de piel de estos ratones y se estudio el
estado de diferenciacién de los queratinocitos de su epidermis. Siguiendo las pautas de
nuestro laboratorio, se estudid la expresién de queratina 10 como marcador de
diferenciacidn sobre secciones de piel. Se observd una mayor expresién de queratina 10
en los ratones con una expresidn deficiente de Adnp respecto a los ratones empleados
como control (Figura R.14A). Tras cuantificar la intensidad de fluorescencia, se
corroboré que habia una mayor expresiéon de este marcador en los ratones con
expresion deficiente de Adnp. Ademds, este incremento de expresidn era
estadisticamente significativo (p < 0,05) (Figura R.14B). Como ya se ha mencionado, la
ventaja de este modelo es poder tratar in vivo a los ratones con el péptido y poder
estudiar si se revierten los defectos encontrados. Por tanto, también se estudio la

82



Resultados

diferenciacién en secciones de piel de ratones deficientes en Adnp que habian sido
tratados con NAP (Figura R.14B). Se observd que, tras el tratamiento, la expresion de
queratina 10 disminuia de forma significativa (p < 0,01), alcanzando los niveles de
fluorescencia de los controles.

Otro dato que se estudié fue el grosor de la epidermis (Figura R.14C). En estos
animales, se encontrd que aquellos que presentan la deficiencia de expresion del gen,
presentaban una epidermis mas fina respecto a los controles, habiendo mas de tres
micras de diferencia (p < 0,001). Cuando cuantificaron el grosor de la epidermis tras el
tratamiento con el péptido, vieron que el grosor en los ratones deficientes tratados
incrementaba respecto a los no tratados. Este incremento del grosor era de nuevo
estadisticamente significativo (p < 0,001).
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Figura R.14.- Estudio de la diferenciaciéon en el modelo animal. A) Inmunofluorescencia en
secciones de piel de ratones para estudiar la expresion de queratina 10. B) Cuantificacién de la
expresion de queratina 10. C) Cuantificacién del grosor de la epidermis. Adnp*/*: ratones con
expresion normal de Adnp; Adnp*": ratones con expresién deficiente de Adnp. Los histogramas
representan los valores promedio + SD de al menos tres experimentos independientes.
Significacidn estadistica *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. Barra de escala 25 um.

Tras comprobar que estos resultados en el ratén coincidian con nuestros
resultados en las células obtenidas de la paciente, y siguiendo las mismas pautas que
nosotros, estudiaron la expresion de ciclina A (Figura R.15A). Encontraron que los
ratones deficientes para Adnp presentaban una mayor expresion de esta proteina.
Cuando cuantificaron la intensidad de fluorescencia del inmunomarcaje (Figura R.15B),
comprobaron que la expresién de ciclina A era significativamente mayor (p < 0,05) en
los ratones deficientes respecto a los controles. También realizaron el marcaje con
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ciclina A en las secciones de piel procedentes de los ratones deficientes tratados con
NAP (Figura R.15A). Tras cuantificar la expresiéon de esta proteina (Figura R.15B),
observaron que, tras el tratamiento, la expresién de ciclina A disminuia de forma
significativa (p < 0,01).

Ccnal DAPI

Figura R.15.- Estudio de la expresidn de ciclina A en el modelo animal. A) Inmunofluorescencia
para estudiar la expresion de ciclina A en secciones de piel de ratones. B) Cuantificacion de la
expresion de ciclina A. Adnp*/*: ratones con expresién normal de Adnp; Adnp*/": ratones con
expresion deficiente de Adnp. Los histogramas representan los valores promedio + SD de al
menos tres experimentos independientes. Significacion estadistica *p < 0,05, **p < 0,01.

Nucleos tefiidos con DAPI. Barra de escala 15 um.
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4.6.- Establecimiento de células madre pluripotentes
inducidas (iPSCs) como modelo celular para el estudio del
Sindrome ADNP

Ademas de los modelos celulares utilizados anteriormente para el estudio de
los efectos producidos por la mutacién en el gen ADNP, optamos por buscar un modelo
celular que se pudiera originar a partir de una muestra de sangre, y a partir de la cual
pudiéramos generar otros tipos celulares. Este modelo celular consistié en la generacién
de células madre pluripotentes inducidas. A partir de estas células, se puede inducir la
diferenciacidon hacia diferentes linajes, sobre los que se puede estudiar el efecto de la
mutacion en ADNP. Para la generacién de este modelo celular, establecimos una
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colaboracién con el Dr. Pedro J. Real Luna, investigador del Centro de Gendmica e
Investigacion Oncoldgica (GENYO) en Granada. La doctoranda que firma esta Tesis se
desplazé al laboratorio de GENYO para conocer los procedimientos y verificar la
presencia de la mutaciéon en las células generadas, aunque la mayor parte de las
manipulaciones celulares fueron llevadas a cabo por personal altamente experimentado
del laboratorio de reprogramacién celular en GENYO.

4.6.1.- Obtencion y caracterizacion de células madre pluripotentes
inducidas a partir de linfocitos

La reprogramacion celular se realiz6 a partir de una muestra de sangre
periférica de la paciente. Ademas, de reprogramar las células de la paciente, también se
realizé la reprogramacion celular a partir de sangre periférica de la madre de la paciente.
De esta forma se obtuvo un control sin la mutacidon que porta nuestra paciente, pero lo
mas parecido genéticamente a ella. De esta forma, mediante la obtencion de linfocitos
a partir de las muestras de sangre, se llevé a cabo la reprogramacion celular. Para ello,
los linfocitos fueron expuestos a las particulas virales mediante la utilizacion del kit de
reprogramacion CytoTune®-iPS 2.0, el cual es un sistema no integrativo que utiliza
vectores del virus Sendai (Lopez-Onieva et al., 2016, 2017). Este kit incluye los genes de
reprogramacion KLF4, OCT3/4, SOX2 y c-MYC. Tras realizar la reprogramacién y
acondicionar las células reprogramadas al medio de cultivo adecuado (Lopez-Onieva et
al., 2016, 2017), se obtuvieron clones procedentes tanto del control como de la paciente
(Figura R.16). Una vez obtenidas suficientes colonias, se procedié con la congelacion de
células para crear un repositorio. Posteriormente, se realizé la caracterizacién celular y
molecular de estas células con el objetivo de comprobar que efectivamente se trataba
de células madre pluripotentes inducidas (Lopez-Onieva et al., 2016, 2017).

Para la caracterizacidn celular y molecular de las iPSCs, se realizaron varios
analisis (como en Lopez-Onieva et al., 2016, 2017; Ramos-Mejia et al., 2012). La primera
prueba que se realizd consistié en un test de pluripotencia. Para ello, se analizaron
mediante PCR la expresién de varios genes caracteristicos de las células pluripotentes:
SOX2, REX1, NANOG y OCT4 en ambas lineas celulares, siendo el resultado positivo para
la expresidon de estos genes. También se estudié la capacidad de estas células para
diferenciarse tanto in vitro como in vivo hacia las tres hojas embrionarias. Para ello,
mediante inmunohistoquimica, se estudid la expresion de proteinas caracteristicas de
estas tres hojas embrionarias: B-lll-tubulina (ectodermo), vimentina (mesodermo) y
citoqueratinas AE1 y AE3 (endodermo), siendo la expresion de estas proteinas positiva
en ambas lineas celulares para los dos tipos de diferenciacion inducidos (in vitro e in
vivo). Entre las pruebas de caracterizacién también se realizé un estudio del cariotipo,
siendo el resultado el de un cariotipo femenino normal, y un estudio de la expresién de
microsatélites y regiones repetidas en tdndem que garantizaron que el origen de las
lineas celulares generadas era el correcto. Por ultimo, mediante PCR, se comprobé la
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eliminaciéon de los vectores de reprogramacion, lo cual asegura que los genes
introducidos para la reprogramacion, no se han insertado en el genoma de las células.

ADNP wt

Células de sustentode las iPSCs (feeder cells)

ADNP mut

Figura R.16.- Colonias de células reprogramadas. En la parte superior podemos observar
colonias de iPSCs obtenidas a partir de la muestra de sangre del control (ADNP wt). En la parte

inferior podemos observar colonias de iPSCs obtenidas a partir de la muestra de sangre de la
paciente (ADNP mut).

Para completar la caracterizacion, realizamos la comprobacién de que las iPSCs
generadas a partir de los linfocitos de la paciente presentaran la mutacién en el gen
ADNP. Para ello, al igual que hicimos con el modelo celular de piel, realizamos una PCR
alelo-especifica (Figura R.17). Mediante esta PCR confirmamos que las iPSCs generadas
a partir de los linfocitos empleados como control, Unicamente expresaban el alelo no

mutado, mientras que las iPSCs de la paciente expresan tanto el alelo no mutado como
el mutado.
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Figura R.17.- Estudio mediante RT-PCR de la expresion de la mutacién en ADNP. Estudio
mediante PCR alelo-especifica de la expresién del alelo mutante en las lineas celulares

generadas. ADNP wt: iPSCs control; ADNP mut: iPSCs procedentes de la paciente portadora de
la mutacién en ADNP.
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4.6.2.- Diferenciacion de las células madre pluripotentes inducidas
obtenidas hacia neuronas

Dado que el gen ADNP se encuentra intimamente ligado al neurodesarrollo
(como se ha explicado en la introduccién de esta Tesis Doctoral), nuestra intencion fue
desde el principio poder diferenciar las iPSCs generadas hacia progenitores neurales.
Para la realizacion de esta parte del proyecto contamos con la colaboracién de la Dra.
Elena Gonzalez Muioz, investigadora del Laboratorio Andaluz de Reprogramacion
Celular (LARCEL) en Malaga, la cual nos ayudard con la diferenciacidon. Posteriormente,
realizaremos una caracterizacion de la diferenciacion hacia los diferentes tipos de
células del sistema nervioso, para estudiar cdmo afecta la mutacién en el gen ADNP al
desarrollo del sistema nervioso.
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5.- Discusion

5.1.- Estudio genético

Previo al inicio de esta Tesis, se le habian realizado a la paciente diversos
estudios genéticos en el Servicio de Pediatria del Hospital Universitario Marqués de
Valdecilla, con el objetivo de obtener un diagnostico que explicara la sintomatologia
presentada. Al realizar estos estudios, siempre se pensd en que debia existir un defecto
congénito de base genética. Ademas, la causa genética deberia ser alguna mutacién
autosdmica recesiva o de novo. Entre estos estudios se descartd un posible Sindrome de
Rett, ya que no se identificé en la paciente ninguna de las ocho mutaciones en el gen
MECP2 que pueden causar este sindrome. Ya dentro del contexto de esta Tesis Doctoral,
se realizaron una serie de estudios moleculares, ya que existia la sospecha clinica de un
posible Sindrome APECED (OMIM# 240300) como causa genética. Este sindrome es una
enfermedad autosémica recesiva causada por mutaciones en el gen AIRE. Una vez mas,
se penso en esta enfermedad dado que las manifestaciones clinicas tipicas del APECED
coincidian en parte con las presentadas por la paciente. Entre los sintomas que
encajaban con este diagndstico se encontraban la presencia de candidiasis recurrentes
y la aparicion de endocrinopatias autoinmunes. El gen AIRE es un regulador
transcripcional de otros genes (Cervato et al., 2009), actuando en el desarrollo y
maduracion de los linfocitos T. Pero, tras analizar la presencia de mutaciones en el gen
AIRE en la paciente mediante un CGH array, se confirmd que no existia ninguna
mutacion en dicho gen. Sin embargo, mediante el CGH array si se encontrd una regién
duplicada en el cromosoma 21, concretamente en la posicién 21g22.3. En esta
duplicacién se encuentra codificado el gen LINCO0315 (C210rf93). Este gen no codifica
para proteina, sino que codifica para un ARN regulador que no se expresa a nivel de
proteina. Hasta la fecha, no se ha encontrado ninguna asociacién entre este gen vy
ninguna patologia. Esta duplicacidn no se habia visto en los padres de la paciente.

Decidimos realizar la secuenciacién del exoma mediante el estudio Trio. Tras el
filtrado de los datos obtenidos mediante la secuenciacién, obtuvimos 7 genes que
presentaban mutaciones. Pero Unicamente la mutacion en el gen ADNP era una
mutacion de novo que se encontraba ligada al Sindrome del Espectro Autista. Ademas,
esta mutacién era la Unica que conllevaba un cambio en el marco de lectura de la
proteina debido a la insercién de un nucledtido, para finalmente dar lugar a una
aparicion prematura de un coddn de fin en la proteina. Pese a este dato, no estaba
descrito en la base de datos PolyPhen cual podria ser el efecto de la mutacién a nivel
proteico. Por otro lado, respecto a la mutacion en el gen ADNP no se conocia cual era la
frecuencia alélica del cambio en la poblacion general. Estas razones convirtieron a este
gen en nuestro principal candidato como causante de las manifestaciones clinicas
presentadas por la paciente. En los ultimos afios, y dentro de los trabajos cuyo objetivo
era la identificacion de nuevos genes causantes del Autismo, se han identificado una
serie de mutaciones de novo en la proteina neuroprotectora dependiente de actividad
(ADNP) (O’Roak et al., 2012; Roak et al., 2012). Finalmente, y gracias a las técnicas de
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secuenciacion, se identificaron 10 pacientes con mutaciones en el gen ADNP
(Helsmoortel et al., 2014). Entre las que se encontraba la mutacién que encontramos en
nuestra paciente.

Estos 10 pacientes, todos ellos nifios, presentaban unas manifestaciones
clinicas comunes entre ellos. El estudio de estos 10 pacientes, ampliado actualmente a
un estudio mayor que incluye 78 pacientes diagnosticados con estas mutaciones, ha
dado lugar a la descripcién del Sindrome ADNP (OMIM# 615873) junto con sus
manifestaciones clinicas (Van Dijck et al., 2018). De todas las manifestaciones clinicas
descritas para este sindrome, no todas son compartidas por todos los pacientes. En el
caso de nuestra paciente, las manifestaciones compartidas con el resto son: una frente
prominente con una linea de nacimiento del cabello alta, un puente nasal ancho, baja
estatura, deficiencias hormonales, caracteristicas autistas, problemas
gastrointestinales, problemas de cadera e infecciones recurrentes. Dadas todas las
manifestaciones clinicas descritas hasta el momento, y conocidas las manifestaciones
clinicas presentadas por nuestra paciente a lo largo de su vida, podemos concluir que
encaja como paciente del Sindrome ADNP. Ademas, si recordamos lo mencionado
anteriormente, los ratones que expresan Adnp en heterocigosis, también presentan un
retraso en el desarrollo, y problemas cognitivos (Gozes & lvashko-Pachima, 2015), lo
cual se ha observado en el conjunto de pacientes estudiados.

5.2.- Efectos de la mutacion en ADNP sobre las funciones
celulares

Entre todos los sintomas descritos hasta el momento en los pacientes con
Sindrome ADNP, no se habian descrito problemas en la piel de estos nifios. Tras tener la
posibilidad de consultar a ocho padres de nifios con el mismo defecto congénito, seis de
ellos nos han referido un retraso en la cicatrizacién de heridas si se compara este
proceso con nifios sanos. En la literatura se encuentra descrito que ADNP es esencial
para la formacion del cerebro (Pinhasov et al., 2003). También se encuentra descrito que
mutaciones en la expresién de ADNP se asocia con un retraso en el desarrollo del
cerebro (Gozes, Patterson, Van Dijck, Kooy, Peeden, Eichenberger, 2017). En relacion
con estas evidencias, también se ha descrito que mutaciones en ADNP que conllevan a
una disminucién del grosor del esmalte dental (Gozes et al., 2017). Nosotros describimos
en este trabajo que la mutacién en ADNP conlleva hacia un menor grosor de la
epidermis. En este punto hay que mencionar que el cerebro, el esmalte de los dientes y
la epidermis tienen un mismo origen embrionario, ya que los tres tejidos derivan del
ectodermo.

Durante el desarrollo de este trabajo, hemos implantado un modelo celular in
vitro que permite estudiar la alteracidén provocada por la mutacién en ADNP. Tras aislar
y establecer el cultivo de los queratinocitos y de los fibroblastos a partir de una biopsia
de piel, observamos que ambos tipos celulares presentaban una menor capacidad
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proliferativa si se comparaba con queratinocitos y fibroblastos que no portan la
mutacion. Una de las etapas clave durante el proceso de la cicatrizacion de heridas, es
el crecimiento de queratinocitos y fibroblastos (Cheng et al., 2016). A su vez, el menor
grosor de la epidermis observado es consistente con la menor capacidad proliferativa
de los queratinocitos mutantes. También hemos encontrado que el grosor de la capa
cornea de la epidermis era mayor en la paciente respecto a los controles, lo cual se
denomina hiperqueratosis y suele conllevar una descamacion excesiva de la piel, como
es el caso de la paciente en regiones periarticulares. Este mayor engrosamiento de la
capa cérnea podria ser resultado de la hipotrofia que se produce en la capa basal de la
epidermis, de forma que se proporcionaria un mecanismo para el mantenimiento de la
homeostasis de la piel. La homeostasis de la piel se consigue manteniendo un equilibrio
entre la proliferacion de las células de la capa basal, la diferenciacién de los
gueratinocitos y la descamacién de las células diferenciadas. Es decir, al existir una
menor proliferacion de las células del estrato basal, y una mayor diferenciacion de los
gueratinocitos, se obtiene como resultado una epidermis delgada con una tasa de
reposicién celular demasiado baja. El déficit proliferativo podria llevar a una menor tasa
de renovacion de la piel y al acimulo de células en la capa cérnea que hemos observado.
De esta forma se puede proporcionar un mecanismo de proteccién de la piel a pesar de
la hipotrofia de la capa basal.

En nuestro modelo celular, hemos encontrado una mayor expresién de ciclina
A en las células portadoras de la mutacién. La ciclina A se expresa durante la fase G2 del
ciclo celular, y su expresién puede llegar a detectarse hasta la pro-metafase.
Posteriormente, la proteina es degradada. En base al acimulo de ciclina A en las células
mutantes de la epidermis, podemos deducir estas células se encuentran
mayoritariamente en la transicion G2/M. Cuando los queratinocitos se encuentran en
mitosis, hasta la metafase, expresan ciclina B (Mdller, 1995; Murray, 2004). Sin embargo,
no hemos encontrado células positivas para la expresion de esta ciclina en la piel de la
paciente. Basandonos en estas observaciones, podemos pensar que las células mutantes
no entrarian en mitosis, sino que se quedarian retenidas en la fase G2/M del ciclo
celular. Elacumulo de la ciclina Ay la ausencia de expresion de ciclina B nos hacen pensar
gue ADNP puede tener un papel en la mitosis. Esto podria ser extrapolable al ciclo celular
de otras células del organismo.

La conexidén entre un bloqueo en G2/M vy el inicio de la diferenciacion terminal
(Zanet et al., 2010) se ha demostrado de forma funcional (Freije et al., 2014; Freije et al.,
2012; Molinuevo et al., 2016). Estas evidencias coinciden con lo observado en las células
gue presentan una mutacién en ADNP. Hemos visto que se produce una parada de su
ciclo celular en la fase G2/M, a la vez que hemos encontrado que estas células
portadoras de la mutacion se encuentran mas diferenciadas.

También hemos encontrado un patrdn de expresion atipico de la fosfo-histona
H3. Esta proteina, detecta la cromatina altamente condensada (Hendzel et al., 1997). El
patron de expresidn esperado es un patréon punteado que se corresponde con los
cromosomas condensados durante la metafase. Sin embargo, en las células portadoras
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de la mutacién en ADNP vimos que los cromosomas no se encuentran condensados
como debieran. Por tanto, los resultados sugieren un posible fallo en la segregacion de
los cromosomas durante la mitosis.

5.3.- Posible mecanismo de accion de ADNP sobre el ciclo
celular

Como estd ampliamente descrito en la literatura, los microtubulos juegan un
papel importante durante la condensacidn y segregacidon de los cromosomas en la
metafase. Basandonos en los resultados que hemos obtenido respecto a la
condensacién de los cromosomas en las células portadoras de la mutacién, podriamos
pensar que esta mutaciéon en ADNP conllevaria a un defecto en la reorganizacion de los
microtubulos. De esta forma, el defecto en la segregacién de los cromosomas podria
conducir a un bloqueo en la fase G2/M, lo cual parece producirse en las células
portadoras de la mutacion.

El bloqueo en la fase G2/M evita el avance hacia las siguientes fases del ciclo
celular, es decir, hacia la mitosis, lo cual también observamos mediante |a deficiencia de
expresion de la ciclina B. Estd demostrado que un bloqueo prolongado de la mitosis
potencia la diferenciacién de los queratinocitos (Freije et al., 2012). De esta forma
podriamos explicar el mecanismo mediante el cual ADNP participa en la regulacién de
la mitosis (Figura D.1), ya que, ademas se produce una menor proliferacidn y, en el caso
de los queratinocitos, conduce a estas células hacia una diferenciacién terminal
escamosa. Esto conllevaria una pérdida celular, que explicaria el menor grosor de la
epidermis, y finalmente un mal funcionamiento de la piel como barrera protectora o en
el proceso de cicatrizacion, ya que, para este ultimo, es necesario la regeneracién de la
epidermis. Como hemos mencionado, la piel podria llevar a cabo un mecanismo de
proteccion de la homeostasis mediante el engrosamiento de la capa cérnea.

Los estudios actuales sugieren que ADNP interacciona con los microtubulos
mediante su asociacidon con la tubulina a través del dominio NAP (Divinski et al., 2004).
Concretamente, dicha interaccion se produciria a través de la unidn con las proteinas de
unién a los microtubulos (EBs). Las proteinas de unidn a microtibulos es una familia
formada por tres miembros: EB1, EB2 y EB3. EB3 se expresa en cerebro y participa en la
dindmica de formacion de microtubulos (Nakagawa et al., 2000; Stepanova et al., 2003).
EB3 se localiza predominantemente dentro del compartimento dendritico y ha sido
caracterizado como el mayor regulador de la plasticidad de las espinas dendriticas,
influyendo en las dindmicas de la actina dentro de la espina dendritica (Geraldo,
Khanzada, Parsons, Chilton, & Gordon-Weeks, 2008; Gu et al., 2006; Jaworski et al.,
2009). La proteina EB1 estd implicada en el transporte axonal (Gu et al., 2006). Las
proteinas EB3 y EB1 forman un dimero cuya funciéon es promover el crecimiento
constante de los microtubulos para evitar posibles catastrofes en la célula (Komarova,
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Lansbergen, Galjart,Grosveld, Borisy, 2005). De esta forma, el dimero EB3/EB1 es capaz
de incrementar el nimero de neuritas en las células del feocromocitoma (células PC12).

Como ya se ha mencionado en la introduccién, la proteina ADNP interacciona
con la proteina HP1la. Durante la metafase, la proteina HP1a se localiza en la regién
centromérica, concretamente en el cinetocoro. Se ha descrito que HP1a contribuye a la
estabilidad y cohesidon de las cromatidas hermanas durante la metafase (Hayakawa,
2003). También se sabe que las funciones mitdticas de esta proteina vienen marcadas
por las modificaciones post-traduccionales que sufre la proteina (Chakraborty, Prasanth,
& Prasanth, 2014). En Drosophila melanogaster se ha visto que HP1a es esencial para el
mantenimiento de la transcripcion de los genes diana del factor de transcripcion E2F, es
decir, de aquellos genes implicados en la progresidn del ciclo celular. Si se produce una
deplecidn de la proteina HP1a, se produce un bloqueo en la fase G2/M del ciclo celular,
junto con una incorrecta segregacion de los cromosomas. A su vez, se ven afectados la
distribucién cromosdmica de Aurora B y la fosforilacidn en la serina 10 de la histona H3
(De Lucia, Ni, Vaillant, & Sun, 2005).

Teniendo en cuenta la interacciéon descrita entre ADNP y HPla, podemos
pensar que una menor expresion o actividad de ADNP puede conllevar hacia una menor
interaccion entre HP1a y ADNP. Basandonos en los efectos que produce la deplecion de
la proteina HP1a, los cuales son similares a los observados en las células portadoras de
la mutacién en ADNP, podemos hipotetizar sobre el posible mecanismo mediante el cual
ADNP participa en el ciclo celular. Durante la progresion del ciclo celular, si la funcion de
HP1la dependiera de su interaccién con ADNP, al no haber una correcta expresion de
ADNP, esta no podria unirse a HP1la, de forma que esta ultima no podria realizar su
funcién en el centrémero, por lo que no se produciria un anclaje correcto de los
microtubulos en el cinetocoro, y, por tanto, un bloqueo en G2/M junto con una
segregacion incorrecta de los cromosomas. Al estudiar los genes diana de ADNP, cuando
la expresidn de este gen se encuentra disminuida, se produce una disminucién de la
actividad del promotor de E2F. Al disminuir la actividad del promotor de E2F, los genes
regulados por este factor de transcripcidon no se transcribirian, de forma que no se
activaria el ciclo celular, produciéndose una menor proliferacion celular. Por tanto,
podriamos pensar que se esta produciendo una menor activacion del ciclo celular, y que
cuando las células comienzan a proliferar, los defectos durante la segregacion de los
cromosomas, conllevan hacia una diferenciacién en queratinocitos.

La proteina HP1la se postula como el mejor candidato para la facilitar la unién
de ADNP a la cromatina debido a las funciones y asociaciones que se han descrito sobre
ella: 1) Participa en el reclutamiento de la heterocromatina (Cammas, Herzog, Lerouge,
Chambon, & Losson, 2004); 2) Interactua con la heterocromatina centromérica durante
la divisiéon celular (en la metafase) (Hayakawa, 2003); 3) Estd asociada con el
silenciamiento de los genes diana del factor de transcripcién E2F, ya que ademas se
produce una deficiencia en la expresién de los genes diana de E2F cuando existe una
deficiencia de expresion de ADNP (Williams et al., 2003).
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5.4.- Efecto del tratamiento con el péptido NAP y posible
mecanismo de accidn

Este péptido se ha identificado como un agente neuroprotector tanto en
modelos animales como en cultivos celulares. En cultivos celulares, se ha comprobado
que NAP ejerce un efecto protector frente a la toxicidad producida mediante el bloqueo
eléctrico, frente a las consecuencias producidas por el estrés oxidativo o a las producidas
por la deprivacién de nutrientes. A su vez, tras la administracion de este péptido de
forma cronica a ratones knockout para Adnp, los cuales muestran déficits en la memoria
a corto plazo, se ha visto que la memoria a corto plazo mejora (Vulih-Shultzman et al.,
2007). En estudios realizados en neuronas cuyos niveles de expresion de ADNP estdn
alterados, se ha observado una relacidn entre el péptido NAP y la reorganizacién de la
red de microtubulos, de forma que se promueve el crecimiento de las neuritas tras el
tratamiento (Divinski et al., 2006). Por tanto, y como se ha mencionado arriba, ADNP
interactuaria con los microtubulos a través del dominio NAP (Furman et al., 2004).

Las proteinas de unidn a los microtubulos (EBs) utilizan el péptido Ser-X-lle-Pro
(SxIP) como seial para la localizacion del final del microtubulo (Honnappa et al., 2009).
Curiosamente, cuando se identificd el péptido NAP, se encontré que este octapéptido
contiene un motivo SIP (Bassan et al., 1999). El motivo SxIP se encuentra altamente
conservado entre las diferentes proteinas de unién a microtubulos ya que se trata de un
sitio de interaccion. Dado que el péptido NAP posee también este motivo, se han
realizado diferentes experimentos para comprobar si existe una interaccién entre NAP
y las proteinas de unién a microtubulos. De esta forma se podria explicar cémo NAP
interactUa con los microtubulos y ejerce su funcidon neuroprotectora. Se ha confirmado
la unién entre NAP y EB3 (Oz et al., 2014). Por tanto, la proteina EB3 es una diana directa
para NAP, y se ha confirmado que su interaccién esta mediada por la unién al motivo
SxIP.

Se han realizado diversos estudios en células neuronales para tratar de
comprender como NAP ejerce su efecto protector mediante su interaccion con los
microtubulos. Mediante la intoxicacién con zinc de células de la glia (Divinski et al., 2004)
y de neuronas (Divinski et al., 2006), se produce la inducciéon de cambios estructurales
en la red de microtubulos de estas células. Estos cambios en la organizacidon de los
microtubulos llevan hacia una mayor mortalidad celular debido a la intoxicacion. Sin
embargo, si a estas mismas células se les afade el péptido NAP, se produce una
inhibicidon de estos cambios estructurales, incrementandose también la supervivencia
celular (Divinski et al., 2006). Tras la intoxicacidon con zinc, también se han realizado
estudios para comprobar el efecto sobre el pool de microtibulos. Se observé que se
producia una reduccién de la polimerizacidon de la tubulina respecto a las células no
intoxicadas. Tras tratar estas células con el péptido NAP, se encontré que se producia
una restauracién del pool de microtubulos polimerizados (Saar Oz et al., 2012). También
se ha visto que NAP proporciona proteccidén a las células neuronales, ya sea en presencia
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o ausencia de células de la glia, cuando las neuronas son expuestas a multiples toxinas
como el péptido B-amieloide (Michaelis et al., 2005).

Basandonos en estos estudios, decidimos afiadir el péptido NAP a nuestras
células. Lo que nos encontramos al tratar los queratinocitos y los fibroblastos con este
compuesto, fue un incremento de la capacidad proliferativa de las células portadoras de
la mutacién. A su vez, también observamos una disminucién de la expresién de los
marcadores de diferenciacion en queratinocitos. Por tanto, obtuvimos una evidencia de
que el péptido NAP es capaz de incrementar la capacidad proliferativa y disminuir la
diferenciacidn en células portadoras de la mutacion en el gen ADNP.

Para estudiar el efecto producido por el péptido sobre la regulacion del ciclo
celular, optamos por la utilizacion de un modelo animal. Para el estudio de la expresién
de las proteinas implicadas en el ciclo celular, la mejor manera de observar si existia
algun efecto con el tratamiento con NAP era mediante el estudio in vivo. Mediante la
colaboracién establecida con el laboratorio de la Dra. Illana Gozes en la Universidad de
Tel-Aviv, pudimos realizar los estudios in vivo. Dado que el gen ADNP se encuentra
conservado a lo largo de la evolucidn, y que su secuencia de este gen en el ratén
presenta una identidad del 90 % con la secuencia del gen humano, los estudios
realizados en este modelo son comparables con los realizados en células humanas. Estos
animales, al poseer una expresion parcial del gen Adnp, presentan deficiencias
cognitivas y de memoria. En el modelo animal, volvimos a tener evidencias de una
implicacion de ADNP en el desarrollo del ciclo celular. Mediante este modelo, pudimos
comprobar que, tras la administracién del péptido, se producia una disminucién de la
expresion de los marcadores de diferenciacion junto con una disminucién de la
expresion de la ciclina A. A su vez, el grosor de la epidermis también sufria un
incremento.

Tras ver los resultados producidos tras la administracion del péptido, en los
cuales se produce una correccidn de los defectos producidos por la menor expresion de
ADNP, podemos afianzar nuestra hipétesis sobre el papel de ADNP en el ciclo celular.
Tras el tratamiento con el péptido NAP, vemos que los defectos observados se corrigen,
al menos en parte. No es descabellado pensar que, pese a un defecto de expresiéon de
ANDP, la sola presencia del dominio NAP interaccione con los microtibulos. De esta
forma, el tratamiento con NAP, corregiria o revertiria al menos en parte, los defectos
producidos en el ciclo celular por la menor expresién de ADNP. El mecanismo mediante
el cual actuaria NAP, seria mediante su interaccidon con los microtubulos, produciéndose
una correcta segregacion de los cromosomas, evitandose el bloqueo en la fase G2/M,
de forma que los queratinocitos no iniciarian el proceso de diferenciacion terminal
escamosa (Figura D.1).
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Figura D.1.- A) Posible mecanismo por el que la mutacién en el gen ADNP podria conllevar a la
menor proliferacion y mayor diferenciacién en queratinocitos. B) Posible mecanismo por el que
el tratamiento con el péptido NAP podria conllevar un incremento en la proliferacién y una
disminucién en la diferenciacién de queratinocitos.
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Recientemente se ha descrito que la erupcién prematura de los dientes en
nifios que poseen una mutacién en el gen ADNP, podria ayudar de forma sencilla a la
diagnosis del Sindrome ADNP (Gozes et al., 2017). En esta Tesis Doctoral, demostramos
que la mutacion en el gen ADNP produce alteraciones en la piel. Esta caracteristica
podria utilizarse también como sintoma a la hora de diagnosticar el Sindrome ADNP. El
empleo de esta caracteristica como marcador de la enfermedad podria realizarse
mediante una simple ecografia, ya que hemos visto y demostrado que mediante esta
técnica no invasiva se puede detectar y cuantificar el grosor de la epidermis. A lo largo
del afio 2018, comenzara un Ensayo Clinico en el hospital Monte Sinai de Nueva York
para el empleo de NAP como tratamiento para los pacientes con Sindrome ADNP. Como
hemos visto, el tratamiento con NAP produce un incremento del grosor de la epidermis,
el cual puede detectarse. Por tanto, el grosor de la epidermis podria utilizarse también
como un potencial marcador en los futuros ensayos clinicos del péptido NAP para el
tratamiento del Sindrome ADNP, y asi lo estamos proponiendo.

Basandonos en los resultados obtenidos mediante el modelo celular de piel,
podemos hipotetizar sobre el efecto de la mutacién en ADNP sobre el resto del
organismo. El principal problema de los pacientes con el Sindrome ADNP son las
deficiencias y problemas asociados al sistema nervioso. Aunque aun no hay estudios
directos sobre los efectos de la mutacién de ADNP sobre neuronas, podemos pensar que
estas células, cuando presentan una mutacién en el gen ADNP, presentan también un
defecto en la condensacion y segregacion de los cromosomas. Asi, las neuronas también
poseerian una menor capacidad proliferativa, y los defectos en la mitosis, podrian
incluso conllevar a la apoptosis de estas células. A su vez, y basandonos en la
importancia de ADNP durante el desarrollo embrionario del sistema nervioso en ratones
(Pinhasov et al., 2003), las mutaciones en ADNP también podrian conllevar a
alteraciones en la diferenciacion neuronal. De esta forma, las neuronas de los pacientes
con mutaciones en el gen ADNP no habrian seguido un proceso de diferenciaciéon
adecuado desde el estadio de progenitores neurales hasta la diferenciacién vy
maduracion de los diferentes tipos neuronales, incluso, se podria producir la situaciéon
en la que las neuronas no llegaran a alcanzar una diferenciacién completa. Estos
defectos en las neuronas portadoras de la mutacion en el gen ADNP podrian deberse a
un funcionamiento incorrecto de los microtubulos.

En el caso de producirse este tipo de alteraciones, y dadas las evidencias del
éxito del tratamiento con NAP para corregir los defectos celulares en el modelo de piel,
podemos pensar que el tratamiento de los pacientes son Sindrome ADNP con este
péptido, también puede suponer una mejora de los defectos celulares a nivel de todo el
organismo, incluidos los posibles defectos neuronales. En diversos estudios se ha
demostrado que mediante la administracion del péptido NAP a cultivos de células
neuronales primarias, se promueve la aparicién de neuritas (Lagreze et al., 2005; Pascual
& Guerri, 2007; Smith-Swintosky et al., 2005). Las neuritas, crecen mediante la
polimerizacién y despolimerizacion de la red de microtibulos que las forman, y esta
demostrado que mediante la interaccién de NAP con los microtubulos, NAP lleva a cabo
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sus funciones neuroprotectoras, mediante el mantenimiento de la dinamica de los
microtubulos.

5.5.- Desarrollo de un modelo celular basado en la
reprogramacion para el estudio del Sindrome ADNP

Con el objetivo de estudiar el defecto neuronal causado por la mutacién en
ADNP, nos propusimos el desarrollo el desarrollo de un modelo de células pluripotentes
inducidas (iPSCs). Para esta parte del proyecto, contamos con la experiencia en el
establecimiento de este tipo de modelos del Dr. Pedro Real Luna, del Centro de
Gendmica e Investigacion Oncoldgica (Genyo), en Granada. Asi pues, se ha desarrollado
un modelo de células portadoras de la mutacién en el gen ADNP que presenta nuestra
paciente. El establecimiento de este modelo elimina la necesidad de nuevas
extracciones y toma de muestras para el estudio de las consecuencias de la mutacién
sobre las células. Ademas, la ventaja de las células madre pluripotentes inducidas, es
que pueden ser diferenciadas hacia diferentes linajes celulares. Esto permite estudiar
las consecuencias de la mutacion en ADNP en diferentes tipos celulares, y, ademas,
estudiar los posibles efectos de dicha mutacidn a través del proceso de diferenciacién.
Como hemos mencionado anteriormente, ADNP juega un papel vital durante el
desarrollo embrionario, por lo que, mediante la diferenciacién de estas células hacia
diferentes tipos celulares del sistema nervioso, podriamos estudiar los mecanismos
regulados por esta proteina y sus implicaciones durante el desarrollo.

Actualmente se esta produciendo una tendencia hacia el empleo de las células
madre pluripotentes como modelo de desarrollo embrionario. Las células madre
pluripotentes presentan dos caracteristicas que las convierten en un modelo adecuado
para el estudio del desarrollo embrionario humano:

1) Poseen el potencial necesario para generar cualquier célula adulta.
Ademas, su cultivo in vitro facilita una forma rapida y rentable para analizar
la funcion de los genes durante procesos especificos del desarrollo
embrionario.

2) Estas células poseen una capacidad de auto-renovacion ilimitada, pudiendo
obtener suficiente material mediante la amplificacién de los cultivos para
realizar los andlisis necesarios.

Mediante la diferenciaciéon dirigida de las células madre pluripotentes, se
puede tener acceso a un gran numero de tipos celulares embrionarios y a procesos
tempranos del desarrollo.

Pero ademds de para estudiar el desarrollo embrionario normal, las células
madre pluripotentes también pueden ser empleadas para el estudio de los casos en los
gue se produce un desarrollo embrionario anormal. Cuando se produce la mutacién de
un determinado gen, como es nuestro caso, mediante la generacién de células madre
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pluripotentes, se puede estudiar que sucede durante la diferenciacidén hacia diferentes
linajes celulares. Es decir, estas células sirven como modelo para el estudio de la
patogénesis de ciertas enfermedades humanas. Las células madre pluripotentes que
posean las alteraciones genéticas de los pacientes, pueden proporcionar una fuente
ilimitada de cualquier tipo celular que se encuentre afectado en dicha enfermedad.

En linea con el tratamiento con NAP en el modelo celular de piel que hemos
llevado a cabo, se encuentra la posibilidad del empleo de modelos celulares basados en
células madre pluripotentes como modelos para el estudio de fdrmacos potenciales que
puedan ser empleados en enfermedades, y comprobar la eficacia y toxicidad de estos
farmacos antes de su empleo en pacientes (Marchetto, Winner, & Gage, 2010; Robinton
& Daley, 2012). La utilizacion de células madre pluripotentes inducidas ha comenzado a
tener una gran importancia por su potencial empleo en la clinica, concretamente, en la
medicina regenerativa. El potencial uso de estas células en el tratamiento de
enfermedades comenzé en el afio 2014, con el primer Ensayo Clinico para la
degeneracion macular (Kamao et al., 2014; Lu et al., 2009; Song et al., 2015). Ademas, y
como ya hemos mencionado, estas células se obtienen y se desarrollan a partir del
propio paciente, lo que evita el riesgo al rechazo por falta de histocompatibilidad. La
parte negativa la aporta el hecho de que la aplicacién de esta tecnologia de forma
especifica para cada paciente, lo que conllevaria un gran coste econémico y tiempos de
desarrollo que en ocasiones son incompatibles con las necesidades del paciente. Por
ello, se esta llevando a cabo la creacion de bancos de lineas celulares para este tipo de
células. Concretamente, en Espafia ya existe un Banco Nacional de Lineas Celulares
formado exclusivamente por células madre pluripotentes inducidas. En este banco de
células se recogen todas las lineas generadas que poseen una importancia clinica. En
este sentido, hemos depositado las células madre reprogramadas que poseen la
mutacion en el gen ADNP, de forma que cualquier investigador podria solicitar su uso
para el estudio del Sindrome ADNP.

En resumen, en esta Tesis Doctoral hemos demostrado que las células de la piel
portadoras de una mutacion en el gen ADNP sufren una menor capacidad proliferativa
junto con una mayor diferenciacién terminal escamosa. Esto conlleva a una epidermis
mas delgaday a un retraso en la cicatrizacidn de las heridas, junto con un engrosamiento
de la capa cdrnea que puede conllevar lesiones hiperqueratéticas en la piel. En este
modelo celular demostramos que mediante el tratamiento con el péptido NAP, se
produce un incremento de la capacidad proliferativa de las células. Por tanto, el modelo
de piel, gracias al engrosamiento de la epidermis que se produce tras el tratamiento con
NAP, es un potencial marcador de cara a futuros Ensayos Clinicos. El modelo de células
iPSCs se perfila como un modelo sobre el que poder estudiar mejor el efecto de la
mutacion en el gen ADNP sobre los procesos celulares y sobre la diferenciacién, y como
el tratamiento con NAP puede corregir o revertir los posibles defectos producidos.
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6.- Conclusiones

1.- La secuenciacion del exoma de la paciente ha permitido identificar la mutacién
p.Tyr719* en heterocigosis en el gen ADNP, que se asocia con el fenotipo clinico, y
establecer el diagndstico de Sindrome ADNP.

2.- La piel de la paciente presenta un menor grosor de la epidermis y un mayor grosor
del estrato cérneo que se acompafiia de lesiones hiperqueratédsicas en regiones
periarticulares. La informacion aportada por los padres de la paciente sugiere un
defecto en la cicatrizacidn de heridas.

3.- Se han establecido cultivos de fibroblastos y queratinocitos a partir de una biopsia
de piel de la paciente.

4.- Los queratinocitos y fibroblastos portadores del gen mutado presentan una menor
capacidad proliferativa. En los queratinocitos se observa también una mayor
diferenciacion.

5.- Los marcadores de ciclo celular sugieren una parada premitética del ciclo celular en
G2/M.

6.- El tratamiento con el péptido NAP mejora ligeramente la capacidad proliferativa de
queratinocitos y fibroblastos mutados, y reduce de forma significativa la diferenciacién
de los queratinocitos de la paciente.

7.- En un modelo de ratén hemicigoto para el gen Adnp, se observan defectos en las
células de la piel de estos ratones similares a los encontrados en la paciente. Entre
ellos, una menor proliferacién de fibroblastos in vitro, una mayor diferenciacion en las
capas suprabasales, enriquecidas en queratinocitos, y un menor grosor de la
epidermis.

8.- El tratamiento del ratén hemicigoto y de cultivos de fibroblastos de la piel de estos
ratones con el péptido NAP atenua los defectos producidos por la mutacién de Adnp.

9.- El grosor de la epidermis medido mediante ecografia podria ser un marcador no
invasivo de respuesta al tratamiento con NAP en pacientes con Sindrome ADNP.

10.- Se ha iniciado también la generacién de otro modelo celular del Sindrome ADNP
con células madre pluripotentes inducidas (iPSCs).
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