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Introduccion

1. Distrofia miotodnica tipo 1: prevalencia y sintomas

Las distrofias musculares son enfermedades genéticas, progresivas y degenerativas
gue presentan como sintoma principal la debilidad muscular. Con la transicién a la
era genética, el nimero de distrofias musculares identificadas ha aumentado
significativamente, pero también lo ha hecho nuestra comprensién de sus
patogénesis y las habilidades diagndsticas. Esto ha sido posible gracias a la
identificacion de caracteristicas clinicas asociadas con cada tipo de distrofia, lo cual
permite perfeccionar cada vez mas las correlaciones entre fenotipo y genotipo
(Wicklund 2013). Entre todas, la distrofia mioténica de tipo 1 (DM1) se considera
hoy como la forma mas comun de distrofia muscular (seguida por la distrofia
muscular de Duchenne vy la distrofia muscular facioescapulohumeral), con una
prevalencia que oscila entre 0.5 y 18.1 por cada 100.000 habitantes (Theadom et
al. 2014). Un rango tan amplio se puede justificar por un lado con la diversidad de
los métodos elegidos para el célculo de la prevalencia, por otro con la presencia de
casos extremos como el registrado en 1990 en un area geograficamente aislada del
Quebec (Mathieu et al. 1990; Mathieu and Prevost 2012), en el que se llegd a
observar una prevalencia de 189 sobre 100.000 y que seguramente fue debido al
fendmeno del efecto fundador.

La Distrofia Mioténica de tipo 1 (DM1, OMIM #160900) fue descrita por primera
vez en 1909 por el internista de medicina aleman Hans Gustav Wilhelm Steinert
(por eso en un primer momento se llamé enfermedad de Steinert), que la describid
como “trastorno neuromuscular caracterizado por progresion distréfica con
miotonia en el examen clinico” (Romeo 2012). Desde el primer momento resultd
evidente el pleiotropismo que caracteriza la enfermedad cuyos aspectos clinicos
son ademas extremadamente variables.

Gracias a la gran cantidad de estudios que se han completado desde el dia de su

identificacion hasta el dia de hoy, la caracterizacion clinica de la distrofia miotdnica
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estd muy avanzada, aunque todavia en continua expansion. Sin duda, el aspecto
clinico principal y mas evidente es la afectacion del tejido muscular, que presenta
sintomas como miotonia, debilidad y degeneracién progresiva. Entre estos, el
fenotipo mas caracteristico de la enfermedad es, sin duda, la miotonia, que consiste
en la dificultad para relajar un musculo después de su contraccién voluntaria (Figura

I-1, panel a).

Sistema nervioso central
Moderado déficit cognitivo, apatia, depresion, ansiedad, hipersomnolencia.

Vision Cataratas, dafios en la retina. | § Sistema respiratorio Dificultades
respiratorias, malfuncionamiento del
diafragma, aspiracion, apnea del

suefio, riesgo elevado de neumonia.

Sistema cardiovascular
Disfuncidn de la conduccion
cardiaca, taquiarritmias,
cardiomiopatia.

Musculo Afectacion prevalente de
los musculos distales, miotonia,
atrofia muscular y dolores.

Anomalias en los huesos.

Sistema inmune

Sistema Gastrointestinal hipogammaglobulinemia.
Problemas para tragar, dolor

abdominal, intestino irritable, Sistema Endocrino Alteraciones de
diarrea, mal nutricion y pérdida de tiroides, pancreas e hipotalamo,
peso, infecciones crénicas. resistencia a la insulina.

Sistema reproductivo
& Niveles bajos de testosterona, fallo testicular, problemas eréctiles.
¢ Debilidad de la musculatura uterina, complicaciones en el embarazo

Tiempo (s)

Figura I- 1. Patrén multisistémico de la distrofia miotdnica.

En la figura se resumen los sistemas afectados en la distrofia mioténica de tipo 1. Se
indican para cada uno de ellos los aspectos clinicos mas comunes en la mayoria de los
pacientes. a. Entre los sintomas mas caracteristicos de DM esta la miotonia, que consiste
en la relajacion lenta de los musculos después de la contraccidon voluntaria o la
estimulacion eléctrica. b. Representacion de las caracteristicas faciales propias de
pacientes DM1, debidas a la debilidad y atrofia de los musculos faciales.
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En concomitancia, la degeneracion muscular progresiva (o distrofia) causa una
debilidad muscular generalizada, que constituye la principal causa de discapacidad
para los pacientes, ya que les dificulta realizar los movimientos normales. Durante
las primeras fases de la enfermedad, son los musculos distales los que estan mas
comprometidos, pero con la progresién de la patologia también puede verse
afectada la musculatura proximal. Muy importante es también la afectacién del
sistema respiratorio, donde los pacientes presentan debilidad evidente de los
musculos respiratorios y apnea del suefio. La apariencia facial tipica de los
pacientes con DM1 ("cara miopatica") es una caracteristica prominente y temprana
causada por la debilidad y la atrofia de los musculos faciales y la ptosis que pueden
dar la falsa impresidn de cansancio, tristeza o falta de emocién en los pacientes
(Stahl et al. 2016). La debilidad grave de los musculos oculares orbiculares no solo
causa ptosis, sino también un cierre insuficiente del parpado con riesgo de
conjuntivitis recurrente (Figura I-1, panel b).
Los defectos observados en la musculatura esquelética se extienden también al
musculo cardiaco, donde se observan disfunciones como la arritmia, el bloqueo de
la conduccidn eléctrica, el sincope cardiogénico y la hipotensién. Un paro cardiaco
o respiratorio suelen ser las causas mas comunes de mortalidad, ya que pueden
causar la muerte subita del paciente (Mathieu et al. 1999).
Después del musculo, el segundo sistema mas afectado es el sistema nervioso
central (SNC). Entre los sintomas mas evidentes destacan la somnolencia diurna
excesiva, un déficit cognitivo y trastornos emocionales, comportamentales y
sociales. Hasta la fecha no se han establecido relaciones directas entre estos
sintomas y los defectos histoldgicos y moleculares tipicamente observados, tales
como una reduccién del volumen cerebral, atrofia cortical y lesiones en la sustancia

blanca.
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Aungque la sintomatologia descrita anteriormente es la mas recurrente y relevante,

como anticipamos, la DM1 es una enfermedad multisistémica en la que los

sintomas implican practicamente cualquier tejido del cuerpo humano (Figura I-1).

Tabla I-1. Manifestaciones clinicas en DM1 de inicio adulto

Genética

Herencia
Anticipacion
Cromosoma
Locus
Mutacion

Autosémica dominante
Pronunciada

19913.3

DMPK

expansion CTG

Debilidad muscular

Cara
Ptosis
Disfagia
Distal
Proximal

Si

Si

Si, en edades avanzadas
Si

En edades avanzadas

Sintomas musculares

Pérdida de fuerza
Atrofia

Atrofia de las fibras
Sintomas cardiacos

Ocasional

Cara, temporal, distal

Disminucién de tamafiio de fibras tipo 1
Comun

Sintomas neurolégicos

Cambios en comportamiento Comun
Somnolencia Comun
Problemas del SNC en la infancia Comun
Otros

Diabetes Ocasional
Cataratas Comun

Calvicie frontal en hombres
Expectativa de vida

Generalmente presente
Reducida

Los sintomas relacionados con el tracto gastrointestinal, el sistema endocrino, el

sistema reproductor y otros érganos especificos se resumen en la Tabla I-1 (Thomas

etal. 2018).

1.1. Los loci DM1 y DM2: base genética de las Distrofias Miotdnicas

La Distrofia Miotdénica de tipo 1 es una enfermedad genética autosémica

dominante que presenta una penetrancia elevada y una expresividad muy variable.
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Solo desde 1992 fue posible un diagndstico molecular gracias al descubrimiento de
la mutacion que la provoca (Brook et al. 1992). En ese afio Brook y colaboradores
asociaron por primera vez la DM1 a una mutacion localizada en la region
cromosomica 19q13.2-q13.3, ocupada por el 3’ UTR (del inglés Untranslated
Region) del gen de la proteina quinasa de la distrofia mioténica (DMPK, Entrez
#1760). Se trata de una mutaciéon dindamica que consiste en una expansion de
repeticiones del trinucledtido CTG. Se observd, ademas, que el nimero de tripletes
repetidos correlacionaba con la edad de aparicidn de los sintomas y con la gravedad
de los mismos (Harley et al. 1992).
La DM1 se clasifica en varias subcategorias, utilizando como pardmetro objetivo el
numero de repeticiones observadas en el paciente, que generalmente estd
estrechamente relacionado con el cuadro clinico. Se considera paciente de DM1,
un individuo en el que el numero de repeticiones es mayor de 50, siendo el valor
caracteristico de la poblaciéon sana un numero comprendido entre 5 y 35 copias.
Cuando el numero de repeticiones esta entre 50 y 100, se habla de DM1 de inicio
adulto, en la que la aparicidn de los sintomas se produce entre los 20 y los 70 afos;
si la expansidn sube el nimero de repeticiones hasta 150-1000, se trata de DM1 de
inicio infantil, ya que la sintomatologia es observable desde los 10 afios.

Finalmente, existe una forma congénita de la enfermedad con un cuadro clinico

Tabla I-2. Correlacion entre el nimero de repeticiones CTG y sintomas en la DM1

Repeticiones Sintomas clinicos Edad de aparicion
5-35 - -
50-100 Cataratas 20-70 afios
Miotonia leve
150-1000 Cataratas 10-30 afios
Miotonia
Cardiopatia

Atrofia muscular progresiva
Resistencia a lainsulina

>1000 Hipotonia 0-10 afos
Retraso mental grave
Defectos en el desarrollo de la musculatura
Problemas respiratorios
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dramaticamente mas grave y presente ya en el momento del nacimiento; en este
caso el nimero de copias puede ser de varios miles (Tabla I-2).

Dos afios después de la determinacion del diagndstico genético de DM1, en un
trabajo de 1994, Thornton vy colaboradores describieron casos clinicos
caracterizados por una sintomatologia muy parecida a la enfermedad de Steinert,
gue, sin embargo, muestra un nimero normal de repeticiones (Thornton et al.
1994). La explicacidn para esta observacidén se obtuvo poco afos después, cuando
se identificé una mutacién ubicada en el cromosoma 3qg21.3. De manera similar a
la mutacién observada en pacientes con DM1, la nueva mutacién consistia en la
expansion de repeticiones CCTG en el intrén 1 del gen ZNF9 (proteina de dedos de
zinc 9, Entrez # 7555) (Liquori et al. 2001). Fue asi posible relacionar esta mutacién
con la patologia observada por Thornton y colaboradores, que desde entonces fue
llamada Distrofia Miotdnica tipo 2 (DM2 o PROMM, OMIM # 602668). Con una
prevalencia de 1 en 100.000 (en Europa) la DM2 constituye el 2% de todos los casos
de Distrofia Miotdnica. Su rango patoldgico estd establecido entre 75 y 11.000
repeticiones CCTG y en general su sintomatologia suele ser mas leve, careciendo
ademas de una forma congénita. Otra diferencia principal entre las dos
enfermedades es que mientras en DM1 se ven primariamente afectados los
musculos distales, en DM2 los sintomas se manifiestan prevalentemente en los

proximales.

1.2. Anticipacion genética

El término anticipacion fue acufiado a principios de los aiflos ‘90 para describir a un
patrén de herencia en el que la gravedad de los sintomas de una patologia dada
puede aumentar generacion tras generacién y ademds aparecer a una edad mas
joven. Aunque ya se habia observado a mediados de 1800, la falta de evidencia
experimental para explicar este fendmeno hizo que la comunidad cientifica no lo

aceptara hasta muchos afios después. Ente 1991 y 1992 se identificaron en rapida
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sucesidon las mutaciones genéticas responsables de sindrome del X Fragil y la
Distrofia miotdnica, ambas caracterizadas por la expansion de una regién repetitiva
de DNA. Quedd claro que este era el mecanismo molecular que subyace a la
anticipacion genética (Harper et al. 1992). En pocas palabras, cuanto mas inestables
y largas se volvian las expansiones de repeticiones, antes y mas gravemente se
manifestaba la enfermedad (Friedman 2011).

Una caracteristica de las secuencias repetitivas cortas es su inestabilidad en las
células de la linea germinal. De hecho, durante la gametogénesis, el nimero de
tripletes puede aumentar o, en algunos casos, reducirse (McMurray 2010). Como
se indicdé anteriormente, como consecuencia del aumento en el nimero de
repeticiones, se observa un cuadro clinico progresivamente mas grave. Como
consecuencia, un ligero aumento en el nimero de repeticiones podria ser
asintomatico en los descendientes, pero con el paso de las generaciones el tamafio
de la expansién podria aumentar hasta alcanzar valores patoldgicos. En la DM1, las
formas mas graves de la enfermedad se transmiten exclusivamente a través de la
madre, ya que los alelos con mas de 600 repeticiones solo pueden heredarse por
via materna (Dean et al. 2006). En la linea germinal masculina, por otro lado,
generalmente se generan alelos con alrededor de 100 repeticiones, mientras que
los alelos con una cantidad de repeticiones entre 200 y 600 se pueden encontrar
en la linea germinal de ambos sexos, pero sobre todo de la madre (Pratte et al.
2015; Barbe et al. 2017).

Las mutaciones de secuencias repetitivas cortas dentro de genes especificos, son la
causa de mas de 40 enfermedades solo en humanos y el fendmeno de anticipacion
genética no siempre estd presente y no siempre presenta las mismas
caracteristicas. Fallos relacionados con la recombinaciéon meiética, replicacion y la
reparacion del DNA en la gametogénesis, han sido propuestos como posibles cusas

de la inestabilidad de las repeticiones. Aun asi, los mecanismos moleculares que
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dan lugar a diferencias tan drasticas entre diferentes enfermedades y diferentes

tipos de repeticiones estan todavia por definir (Friedman 2011).

1.3. Inestabilidad somatica de las repeticiones

La inestabilidad somatica de las repeticiones CTG es otro mecanismo molecular
importante para caracterizar la distrofia miotdnica ya que contribuye a aumentar
significativamente el grado de diversidad sintomatica observada en pacientes con
DML1. La generacién de gametos no es el Unico proceso durante el que se puede
observar una expansion adicional de las repeticiones CTG. Este fendmeno también
se ha observado en las células somaticas de los pacientes, en los que el nUmero de
repeticiones puede variar de un tejido a otro, aumentando a lo largo de la vida y
provocando el empeoramiento progresivo de los sintomas. Los tejidos y los érganos
en los que se observa el mayor grado de inestabilidad son el sistema linfatico, el
pancreas, el higado, el rifién, el corazén, el cerebro y, sobre todo, el musculo
esquelético en el que se puede observar una diferencia de miles de repeticiones
con respecto a los leucocitos, por ejemplo (Ashizawa et al. 1993). Por lo tanto, se
puede afirmar que el nimero de repeticiones presentes en el genoma de los padres
junto con la inestabilidad somatica son los factores que mas influyen en la edad de
aparicion de los sintomas.

En los ultimos afios, se han llevado a cabo numerosos estudios en los que se han
utilizado diferentes tipos de sistemas modelo. Los resultados obtenidos de estudios
con bacterias, levaduras, moscas, lineas celulares de humano o de ratén han sido
altamente heterogéneos, por lo que el o los mecanismos subyacentes a la
inestabilidad caracteristica de las repeticiones cuyo nimero sobrepasa un cierto
umbral, sigue siendo un tema controvertido.

La atencién de los investigadores se ha centrado sobre todo en los procesos de
replicacion, transcripcion recombinacion y reparacion del DNA (Kim and lJinks-

Robertson 2012; Liu and Wilson 2012; Usdin et al. 2015). De hecho, es muy
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probable que el correcto funcionamiento de estos procesos pueda ser puesto a
prueba por la formacién de estructuras secundarias complejas, caracteristicas de
secuencias repetitivas del DNA (Mirkin 2006; Kaushik et al. 2016).
Se ha observado que, durante la replicacion, el nimero de repeticiones puede
aumentar o disminuir seglin la hebra en la que se encuentra la mutacion: si la
mutacion se encuentra en la hebra del molde, la formacién de horquillas durante
la replicacidon provoca una disminucidon en el nimero de repeticiones; si, por el
contrario, estas estructuras se encuentran en el hebra copia, se producira
deslizamiento entre las hebras y una expansion de las repeticiones (Mirkin 2007
Liu and Leffak 2012). Evidencias experimentales también han demostrado que el
numero de repeticiones y la tasa de mutacién estdn relacionadas, lo que confirma
la existencia de un mecanismo de mutagénesis inducido por repeticiones llamado

RIM (del inglés Repeat-Induced Mutagenesis) (Shah et al. 2012).

2. Mecanismo molecular de patogénesis

La distrofia miotdnica es solo una de las muchas enfermedades causadas por la
expansién de una secuencia repetida ubicada en la regién no codificante de un gen.
Al tratarse de una regién de DNA que no se traduce, comprender cémo esta
mutacion puede dar lugar a una patologia tan compleja es un desafio aun mas
intrigante. A lo largo de los afios se han propuesto varios mecanismos, algunos de
los cuales han sido refutados posteriormente y otros confirmados. No obstante, el
debate sigue abierto para establecer la contribuciéon de los diversos mecanismos a

la creacidn de una sintomatologia diversificada (Mateos-Aierdi et al. 2015).

2.1. Modelo de haploinsuficiencia de DMPK
El bloqueo del transporte al citoplasma del mRNA mutante, transcrito a partir del

alelo que lleva la expansién de las repeticiones, se ha indicado en muchos estudios
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como la principal causa del desarrollo de la distrofia miotdnica (Figura I-2). En
efecto, a pesar de ser procesados y poliadenilados, los transcritos mutantes de
DMPK son retenidos en el nucleo donde se acumulan formando agregados

insolubles (Carango et al. 1993; Fu et al. 1993).

— - Niveles de proteina reducidos
—

Figura I- 2. Representacion del posible modelo de Haploinsuficiencia de DMPK.

En DML1 el alelo mutado del gen DMPK viene transcrito en el ntcleo. Los mRNAs que llevan
las repeticiones CUGs expandidas se acumulan formando los foci ribonucleares y no son
traducidos, provocando una disminucion de los niveles de proteina.

Esta observacion, junto con el hecho de que en muchos estudios se encontraron
niveles reducidos de mRNA y proteina en pacientes con DM1, llevd a considerar la
haploinsuficiencia de DMPK como posible causa de la enfermedad. Sin embargo,
esta hipdtesis fue objeto de debate durante afos ya que estudios posteriores
indicaban niveles iguales o incluso mayores de transcritos de DMPK (Jansen et al.
1996; Carrell et al. 2016).

Otro punto en contra de esta hipdtesis es el hecho de que en DM2, después del
procesamiento del mRNA, el intrén que contiene la mutacién permanece en el
nucleo donde precipita en agregados. Sin embargo, una diferencia sustancial radica
en el hecho de que los transcritos maduros del gen ZNF9 son transportados al

citoplasma y se traducen normalmente. La similitud de los sintomas entre las dos
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enfermedadesy el destino diferente de los transcritos mutados generd dudas sobre
la posibilidad de que la patogénesis de la enfermedad residiera en este proceso
molecular.

La explicacidn para las discrepancias en los datos relativos a los niveles de DMPK se
obtuvo con un estudio en el que se demostrd que estas se deben al tipo de técnica
utilizada para su extraccidn, confirmado ademas que los niveles de expresion del
alelo mutado de DMPK se mantienen inalterados en DM1 (Davis et al. 1997). Sin
embargo, las pruebas definitivas que llevaron a descartar la hipdtesis de la
haploinsuficiencia derivaron del desarrollo de diferentes modelos animales de la
enfermedad. Mas en detalle, aunque ratones homocigotos knockout de Dmpk
mostraron una leve miotonia, los ratones heterocigotos knockout de Dmpk no
mostraron sintomas de DM, siendo estos ultimos un verdadero modelo de

haploinsuficiencia (Jansen et al. 1996; Carrell et al. 2016).

2.2.  Alteracidn en Cis de genes vecinos

El locus de la mutacion DM1 se encuentra en una regién con un alto contenido de
genes. La presencia de repeticiones expandidas causa cambios en la estructura de
la cromatina local influyendo en el posicionamiento normal de los nucleosomas.
Ademas, en los casos de DM1 congénita se observa la hipermetilacion de
secuencias que corresponden a un elemento aislador de la cromatina situado en
SIX5. Esto provoca el malfuncionamiento de las proteinas CTCF reguladoras y en
consecuencia una disminucién de la expresién de los genes cercanos (Cho and
Tapscott 2007). La alteracidn de estos dos mecanismos moleculares podrian ser
responsable de la expresion reducida observada en genes adyacentes (Volle and
Delaney 2012). El gen DMPK esta flanqueado por los genes SIX5 y DMWD,
respectivamente, en 3' y 5' (Figura I-3). El 3' UTR del gen DMPK se superpone al

supuesto promotor del gen SIX5, cuya expresion se ve reducida en los pacientes
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con DM1 en proporcién a la longitud de las repeticiones y con un patrén especifico
de alelo (Thornton et al. 1997).

Aunque diferentes estudios enfocados a determinar variaciones en los niveles de
expresion del gen DMWD han proporcionado resultados contradictorios, Alwazzan
y colaboradores solucionaron la cuestion en 1999. En su estudio confirmaron
finalmente que los niveles de expresion de RNA del gen permanecen inalterados en
el ndcleo, sin embargo, se ven reducidos de un 20-50 % en el citoplasma de células
DM1 (Alwazzan et al. 1999). Ademas, la esterilidad y los defectos neurolégicos
pueden ser sintomas relacionados con esta disminucion de la expresion,
considerando que ésta es predominante en los testiculos y en el cerebro (Sarkar et

al. 2000; Westerlaken et al. 2003).

— [ Iﬂ:—@ﬁ

Condensacion de la cromatina

\ -~

= Transcripcién reducida + "« - =

— / o
e — —
lh — — e —— — _l_- -

DMWD | SIXs !

Figura I- 3. Representacion del modelo de alteracion de los genes adyacentes.

La presencia de la expansion del triplete CTG produce cambios en la cromatina tanto a
nivel estructural, modificando el posicionamiento de los nucleosomas, como a nivel
epigenético aumentando la metilacion. Como efecto de ambas alteraciones, ademas de
la expresion del gen DMPK, se veria disminuida también la de los genes adyacentes
DMWD (que lo precede) y SIX5 (que lo sigue).

El estudio de ratones homocigotos knockout para Six5 ha evidenciado que estos
animales desarrollan cataratas que, sin embargo, no coinciden con el tipo de
cataratas que se observan tipicamente en pacientes DM1 (Klesert et al. 2000;
Sarkar et al. 2000). Por otro lado, en el modelo knockout para el mismo gen pero

en heterocigosis, se pueden en ocasiones desarrollar problemas cardiacos aunque
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estos no han sido correlacionados con la enfermedad y los animales no presentan

ningun otro fenotipo parecido a DM1 (Wakimoto et al. 2002).

2.3.  Ganancia de funcidn téxica del RNA

La transcripcion de moléculas de RNA que contienen las expansiones de las
repeticiones es, sin duda, un proceso que ocurre en todas las enfermedades
causadas por esta tipologia de mutacion y que, por ello, constituye un excelente
candidato como un proceso desencadenante de la patogénesis. Por lo tanto, se
podria hablar de un mecanismo de ganancia de la funcién del RNA, en el cual la
molécula que lleva la mutacidn podria interferir con el metabolismo adecuado
propio o de otros RNA, o con el funcionamiento adecuado de las proteinas de unidn
con el RNA (Figura I-4). La exactitud de esta hipdtesis se confirmd una vez mas
gracias al desarrollo de un nuevo modelo de ratdn transgénico, en el que se indujo

la expresidn de la mutacidon (CUG)exp, €n el contexto de un gen heterdlogo.
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Figura I- 4. Representacion del modelo de ganancia de funcién toxica del RNA.

Segun este modelo, el mecanismo molecular propuesto como patogénesis de DM1 es la
retencion en el nicleo del RNA mutado y su precipitacion en foci ribonucleares. Su
presencia en el nucleo tiene diversos efectos téxicos entre los cuales destaca la alteracion
del equilibrio entre la proteina MBNL y su antagonista CUGBP1. En concreto el secuestro
del factor de regulacion del splicing MBNL1 impide su correcto funcionamiento. Por otro
lado, la actividad de CUGBP1 aumenta por su hiperfosforilacion por parte de PKC y como
resultado de la reducida expresion de miRNAs reguladores.
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De hecho, los animales desarrollaron miotonia y otros defectos tipicos de la DM1,
lo que demuestra que la expresion de expansiones CUG, por si mismas, tiene un
efecto toxico intrinseco (Mankodi et al. 2000; Orengo et al. 2008).

Como se describid anteriormente, los RNA transcritos del alelo mutado
permanecen retenidos en el nucleo (Pettersson et al. 2015). Ahi, se pliegan
formando estructuras secundarias con forma de horquilla. Sin embargo, el efecto
patogénico del RNA mutado no deriva de la falta de funcionalidad de la proteina
codificada por el gen, sino de su interaccién con proteinas que se unen al RNA de
doble cadena. Una vez que se determind el papel del RNA tdxico en la patogénesis
de la enfermedad, se realizaron numerosos estudios para identificar el mayor
numero posible de procesos y factores comprometidos por la interaccidn con la
molécula mutada. Entre estos, los mas representados son los factores de

transcripcion, la regulacidn del splicing alternativo y el microRNA.

2.3.1. Secuestro de factores de transcripcion

El uso de microarrays de ratdon en numerosos estudios ha permitido identificar
muchos genes cuya expresion esta comprometida por la presencia en la célula de
repeticiones de CUG expandidas (Tabla I-3). Entre ellos, se han descrito al menos
175 transcritos musculares alterados, de acuerdo con el hecho de que el tejido
muscular es probablemente el mas implicado en la DM1. Otros estudios se han
centrado en la caracterizacién de los genes del sistema nervioso, utilizando biopsias
de pacientes DM1 y DM2. Los resultados mostraron que, de los 96 genes
analizados, al menos seis estaban alterados en ambas enfermedades,
corroborando la teoria de una patogénesis comun (Botta et al. 2007). Un ejemplo
es el gen del canal de cloruro tipo 1 (CLC-1), que se considera el responsable directo
de la miotonia presente en los pacientes. Este caracteristico fenotipo esta causado
por un funcionamiento anormal de las fibras musculares, cuya membrana

permanece hiperexcitada (Gagnon et al. 2007; Wenninger et al. 2018). Las causas
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propuestas para este fendmeno son un mal funcionamiento del canal de cloruro,
debido a una reduccién de la conductancia o, alternativamente, una inactivacion
de los canales de sodio (Charlet et al. 2002; Mankodi et al. 2002). La presencia de
estos canales en la membrana de las fibras musculares es necesaria para la
propagacion de potenciales de accidn y se ve significativamente reducida en DM1.
La expresion de esta proteina estad regulada por el factor de transcripcion Sp1l
(proteina de especificidad 1), que junto con el receptor gamma del acido retinoico
(RARy) y los miembros de la familia de transductores de sefial y activadores de la
transcripcién (STAT1 y STAT3) se encuentra entre los factores secuestrados en el
nucleo de células DM1 (Ebralidze et al. 2004). Debido a su elevada afinidad por las
horquillas de CUGs, su secuestro puede alcanzar valores de hasta el 90%, lo cual
obviamente impide su correcto funcionamiento y la consecuente reduccién de la

expresion de los genes diana.

Tabla I-3. Ejemplos de genes con expresion reducida por expresion de expansiones CUG

Gen Funciéon Ref
serina peptidasa HtrA 1 Sefializacion por IGF (Osborne et al., 2009)
Caspasa 12 Apoptosis (Osborne et al., 2009)

Dickkopf homologo 3
Solute carrier family 38, member 4
Mindbomb homélogo 1
Gdapl

Gremlin 2 homologo
Tiam1

Fosfolipasa A2, grupo VI
canal de potasio Kchabl
CLC-1

Spl

Sp3

RARy

SIX5

MyoD

Sefializacion por Wnt
Transportador de aminoacidos
Sefializacion por Notch

Fisién mitocondrial
Sefializacion por BMP
Funcién de microttbulos, receptor
Respuesta inflamatoria

Canal i6nico

Canal i6nico

Factor transcripcion

Factor transcripcion

Factor transcripcion

Factor de transcripcion
Diferenciacion de mioblastos

(Osborne et al., 2009)
(Osborne et al., 2009)
(Osborne et al., 2009)
(Osborne et al., 2009)
(Osborne et al., 2009)
(Osborne et al., 2009)
(Osborne et al., 2009)
(Osborne et al., 2009)
(Ebralidze et al., 2004)
(Ebralidze et al., 2004)
(Ebralidze et al., 2004)
(Ebralidze et al., 2004)
(Thornton et al., 1997)
(Amack et al., 2002)

Otro ejemplo son los factores de transcripcion NKX2-5 y MYOD cuyos niveles estan
respectivamente aumentados y reducidos en pacientes de DM1 (Amack et al. 2002;

Yadava et al. 2008). Aunque se sabe que NKX2-5 estd relacionado con el desarrollo
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y la conduccién cardiacos y que MYOD esta involucrado en la diferenciacion de los
mioblastos, el mecanismo por el cual la presencia de repeticiones afecta sus niveles
de expresién se desconoce. A pesar de los muchos estudios enfocados en este
sentido, todavia son muchos los genes alterados en DM1 para los que no se han
podido establecer vinculos entre los factores de transcripcidon secuestrados y los

fenotipos caracteristicos de la enfermedad.

2.3.2.  Secuestro de factores de splicing y espliceopatia

El término espliceopatia se ha acufiado especificamente para la distrofia miotdnica,
ya que representa el primer ejemplo descrito de una enfermedad cuyos pacientes
presentan una profunda y generalizada alteracidn de este proceso molecular. Con
mas detalle, se ha observado que pacientes con DM1 presentan mds de 156
transcritos en la isoforma de la etapa fetal en lugar de en su variante caracteristica
de la etapa adulta (algunos ejemplos se incluyen en la Tabla I-4). Algunos de estos
eventos de splicing alterados se han relacionado con rasgos fisiopatoldgicos
especificos que incluyen miotonia, debilidad/desgaste muscular, bloqueo de la
conduccidn cardiaca y resistencia a la insulina (Sznajder and Swanson 2019).

El mal funcionamiento generalizado de este proceso tan importante se debe al
hecho de que, ademas de los factores de transcripcién, también algunos factores
reguladores del procesado alternativo del mRNA tienen una alta afinidad por las
repeticiones. Entre las proteinas que se unen al RNA toxico estan las
ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas hnRNP Fy hnRNP H (Jiang et al. 2004;
Kim et al. 2005), Staufenl (Ravel-Chapuis et al. 2012) y también las proteinas de la
familia Muscleblind MBNL1-3 (Miller et al. 2000; Fardaei et al. 2001; Mankodi et al.
2001).

Entre todos los transcritos alterados en DM1 descritos hasta ahora, se ha visto que
la gran mayoria esta formada por mRNAs regulados por la proteina MBNL1. Un

ejemplo es el gen CLC-1 que, ademas de ser uno de los genes descritos por su
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expresion reducida, debido a los bajos niveles del factor de transcripcion Spi
funcional, también se ha estudiado para determinar la alteracion del procesado de
su mRNA. En pacientes con DM, se mantiene la isoforma fetal de la proteina ya que
en su transcrito se incluye el exdn 7a, que contiene un coddn de parada prematuro
y desencadena la degradacion del mRNA por non-sense mediated decay (Ranum
and Cooper 2006).

Otros ejemplos relacionados con la sintomatologia muscular son la alteracién del
splicing del gen que codifica la distrofina (DMD) y la codificacién de la troponina T
cardiaca (cTNT). La distrofina es un componente de un gran complejo de
glicoproteinas asociado a distrofina que une el citoesqueleto y la matriz extracelular
del musculo y proporciona un andamio para la transmisidon de fuerza durante la
contraccion muscular, asi como la transduccién al citoesqueleto muscular de
sefiales extracelulares. La exclusidn aberrante del exédn 78 de DMD en adultos
cambia el marco de lectura abierto

y altera el extremo C-terminal del gen. Este evento compromete la organizacion de
la fibra muscular durante la contraccion (Bouge et al. 2017).

La TnT cardiaca es la subunidad de unién a la tropomiosina del complejo de
troponina, que se encuentra en el filamento delgado de los musculos estriados y
regula la contraccién muscular en respuesta a las alteraciones en la concentracion
de iones de calcio intracelular. En DM1 la inclusion del exdn fetal 5 podria ser la
causa de los problemas cardiacos presentes en los pacientes (Ho et al. 2004).

La proteina Bridging Integrator 1 (BIN1) se expresa en muchos tejidos y funciona
como un regulador de la dindmica de actina y membrana. A medida que los
miotubos nacientes se convierten en miofibras funcionales, diferenciadas
terminalmente, se desarrollan estructuras especializadas que incluyen el reticulo
sarcoplasmico (SR), los tubulos transversales y los componentes miofibrillares. BIN1
es un mediador esencial de la invaginacién y el desarrollo de los tubulos

transversales. El exdn 11 de BIN1, que codifica el dominio de unidn a fosfoinositido
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de la proteina, se excluye de manera anormal en el musculo esquelético DM1

Tabla I-4. Ejemplos de eventos de splicing alternativo desregulados en DM1

Pre-mRNA Ex6n/Intrén Inclusién/Exclusion Referencia
desregulado
Musculo esquelético y cardiaco
IR Exén 11 Exclusidn Renna etal.2017
clc-1 Intrén 2 Inclusién Mankodi et al. 2002
Exdn 72 Inclusidn Wheeler et al., 2009
BIN1 Exdén 11 Exclusion Fugier etal. 2011
Ca, 1.1 Exdn 29 Exclusidon Tangetal. 2012
TNNT3 Exon fetal Inclusién Kanadia et al. 2003a
RyR1 Exon 70 Exclusion
SERCA1 Ex6n 22 Exclusién Kimura et al. 2005
SERCA2 Intrén 19 Inclusién
ZASP Ex6n 11 Inclusién
Titin Excj)n Zra Inclusic:)n
Exdn Zr5 Inclusidn .
CAPN3 Exon 16 Exclusion Lin etal. 2006
FHOS Ex6n 112 Exclusion
GFPT1 Exo6n 10 Exclusién
MBNL1 Exc,')n7 Inclusic:)n Lin ?tal. 2006
Exén 6 Inclusién Yamashita etal. 2012
MBNL2 Exén7 Inclusién Lin efal. 2006
Ex6n8 Inclusién Yamashita et al. 2012
SMYDI Exc?n 39 Inclusr([)n Du et al. 2010
Antigeno 9 asoc. Esperma Exdn 39 Inclusion
MTMR1 Ex6n 2.1,2.3 Exclusidn Buj-Bello et al. 2002
DTNA Ex6n 11a, 12 Inclusién Nakamori et al. 2008
MYOM1 Ex6n 17a Inclusion Koebis et al. 2011
ATPG2 Exdn 1 Inclusion
MXRA7 Exon 4 Inclusién
NCOR2 Ex6n 10 Inclusién Yamashita etal. 2012
NEB Ex6n 116 Inclusién
TN Exdn 45 Inclusién
PKM Ex6n 10 Inclusién Gao y Cooper 2013b
S0S1 Ex6n 25 Exclusién
ATP2A1 Ex6n 22 Exclusién
ALPK3 Exo6n 2 Inclusion Nakamori et al. 2013
NFIX Exén 7 Inclusién
LDB3 Exén 11 Inclusién Yamashita et al. 2014
Cerebro
Ex6n 2,3 Exclusién Sergeant et al. 2001
TAU Exén 6 Exclusién 6c¢, inclusion 6d Leroy et al. 2006
. ) Sergeant etal.2001;
Exon 10 Exclusidn -
Jiangetal.
NMDAR1 Exén 5 Inclusién Jiang et al, 2004
APP Ex6n 7 Exclusion
GRIN1 Ex6n 4 Inclusién
MAPT Exo6n 3,12 Exclusion
SORBS1 Ex6n 26 Exclusién Suenaga et al. 2012
DCLK1 Exdn 19 Exclusién
CAMK2D Exén 14,15 Exclusién
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(Fugier et al. 2011; Nakamori et al. 2013).
Datos a favor de que la falta de actividad de MBNL1 es la causa del procesamiento
erroneo de los genes mencionados anteriormente (entre muchos otros),
provinieron de la caracterizacién de ratones knockout para MBNL1. De hecho, estos
animales presentan muchos de los sintomas caracteristicos de la enfermedad,
como la aparicion de cataratas iridiscentes, miotonia y defectos histoldgicos en los
musculos (Kanadia et al. 2003). También se confirmaron efectos parecidos en un
modelo en embriones de Drosophila mutantes mbl (Machuca-Tzili et al. 2006). Sin
embargo, la confirmacién definitiva de esta hipdtesis provino del hecho de que tras
la sobreexpresién de la proteina MBNL1 en modelos animales que expresan
repeticiones, se observa una mejora general de los fenotipos caracteristicos de la
DM1 (Kanadia et al. 2006; Chamberlain and Ranum 2012).
Para entender el papel patogénico de MBNL en DM, es muy importante evidenciar
que la proteina antagoniza la accién de otra proteina reguladora, involucrada en el
splicing y en la degradacion de mRNAs, miembro de la familia CELF (CELF1-6, del
inglés CUG-BP and ETR-3-like factor)(Berger and Ladd 2012). Aunque la proteina
CELF1 no se una a las horquillas de (CUG)e, de manera estable, sus niveles de
expresion también se ven alterados en DM, asi como su estabilidad y su localizacion
citoplasmatica. En concreto, en DM1 los niveles de CELF1 pueden llegar a ser de 3
a 5 veces mas altos en mioblastos, musculo esquelético y corazdn (Figura I-5, panel
a). Esto se debe a una hiperfosforilacién de la proteina por parte de la proteina
quinasa C (PKC), que también presenta un aumento de actividad en pacientes (Tian
et al. 2000).
En DM si por un lado la actividad de MBNL1 disminuye por el secuestro por parte
de las repeticiones CUGs, por otro lado, los niveles de CELF1 aumentan provocando
en los pacientes un desequilibrio entre ambas actividades. Esto da origen a
alteraciones en el procesado alternativo de un elevado nimero de genes, ya que la

inclusidon o la exclusién de exones alternativos en determinados pre-mensajeros
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depende del balance entre las proteinas MBNL1 y CELF1, asegurando la transicion
de las isoformas fetales a las adultas (Figura I-5, panel b). En un estudio de 2015 se
han utilizado modelos de DM1 en ratén, en corazén y musculo esquelético, para
analizar cambios en el transcriptoma como consecuencia de cambios en la
expresion de CELF. Se han identificado cientos de mRNA que en su regién 3° UTR
presentan sitios de unidn tanto para CELF como para MBNL1 (Figura I-5, panel c).
Se ha observado, ademads, que el nimero de mRNAs dianas comunes a ambas
proteinas es tres veces mayor de lo esperado estadisticamente e incluye
numerosos mensajeros involucrados en el desarrollo y la diferenciacion celular

(Wang et al. 2015).

P
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b. Isoforma adulta C. | Solapamiento esperado (479)
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Figura I-5. Antagonismo de las proteinas MBNL1 y CELF1.

Mientras que los niveles de expresion de MBNL1 disminuyen por su retencion a nivel de
los foci, los niveles de CELF1 aumentan debido a su hiperfosforilacion. Esto provoca la
pérdida del equilibrio entre los dos reguladores, alterando los eventos dependientes de
su actividad (a). En DM1 se observa la desregulacién del procesado de muchos mRNA. En
pacientes DM1 se conserva la isoforma fetal que suele producir una proteina no funcional
(b). CELF1 y MBNL1 se unen muy cerca en los mismos 3 'UTR y ejercen efectos opuestos
sobre la estabilidad del mRNA. Se muestra la superposicion esperada y observada entre
las dianas de CELF1 y MBNL1. La superposicion observada es aproximadamente tres veces
mavor de lo esperado (panel ¢ adapntado de Wang et al. 2015) (c).
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Por lo tanto, el uso regulado durante el desarrollo de algunos exones alterados en
DM se puede restaurar modulando los niveles de MBNL1 y CELF1. El patron de
splicing en musculo esquelético y cardiaco, caracteristicos de DM1, se reproduce
en modelos en ratdn knockout por Mbnl1y de sobreexpresion transgénica de Celf1
(Kanadia et al. 2003; Du et al. 2010; Koshelev et al. 2010; Ward et al. 2010). Sin
embargo, estos modelos no son representativos de los cambios asociados a DM
gue se observan en el cerebro (Suenaga et al. 2012). Un estudio de 2012 demostrd
que los ratones knockout por Mbnl2 representan un modelo vélido del patrén de
splicing observado en cerebro de pacientes DM1. En condiciones fisioldgicas, la
expresion de MBNL2 se observa predominantemente en el cerebro, donde la
proteina regula el procesado del mRNA durante el desarrollo del cerebro en el
periodo postnatal. La pérdida de Mbnl2 en los ratones produce una serie de
alteraciones del splicing comparables en un alto porcentaje a las que se observan
en muestras de autopsias de cerebro de pacientes con DM1, ademas de fenotipos

caracteristicos como la somnolencia diurna excesiva (Charizanis et al. 2012).

2.3.3.  Secuestro y alteracion de microRNAs en DM1

Los microRNAs son pequefias moléculas (21-25 nucleétidos) que pueden regular la
expresion de genes concretos a nivel post-transcripcional. En concreto, en el
extremo 5’ de estas moléculas estd situada una region, llamada region semilla, que
es complementaria a secuencias cortas situadas en el 3’ UTR de sus transcritos
diana. Uniéndose a esta secuencia, los microRNAs pueden reprimir la expresién del
gen. Se ha observado que la regién semilla de algunos microRNAs contiene sitios
de unidn a repeticiones CUG y que interaccionan preferentemente con secuencias
con repeticiones de CUG largas. Esta observacién sugirié un posible papel para los
miRNAs en los trastornos de expansidn de repeticiones como la distrofia miotdnica:
por un lado, la cantidad de miRNA no unido que normalmente regularia otros genes

se reduce y ya no puede reprimir a otros genes objetivo; por otro lado, la fuerza de
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la represion debida a largas repeticiones de CUG podria resultar en el secuestro de
grandes cantidades de maquinaria de miRNA y prevenir la represién normal por
parte de miRNA en general (Hon and Zhang 2007).

Diversos estudios confirmaron la alteracién de varios miRNAs, y en consecuencia
de la expresion de sus dianas, tanto en modelos de la enfermedad como en biopsias
y plasma de pacientes DM1 (Perbellini et al. 2011; Fernandez-Costa et al. 2013;
Perfetti et al. 2014). En la mayoria de los casos todavia no ha sido posible asignar
un mecanismo molecular que provoca directamente la alteracidn de cada miRNA.
Una excepcidn entre todos es miR-1 cuya expresién se ve disminuida en corazén de
pacientes DM1. Un estudio de Rau y colegas ha demostrado que en este drgano el
secuestro de MBNL1 por las repeticiones CTG provoca directamente la disminucion
de los niveles de miR-1, estando implicado en la biogénesis del microRNA (Rau et
al. 2011).

En otro estudio, examinando la unidn de varios miRNAs al 3’UTR de DMPK mediante
ensayos de luciferasa, se demostrd la interaccién entre el transcrito de DMPK 'y miR-
16, asociando ademas una reduccion de la actividad del microRNA directamente

proporcional al tamafio de la expansione de CUGs (Koscianska et al. 2015).

3. Las proteinas Muscleblind

Tras la observacién de que un alto porcentaje de los eventos de splicing alterados
en la DM1 estaban regulados por la actividad de la proteina MBNL1, muchos
estudios eligieron como objetivo principal la caracterizacion del papel de esta
familia de proteinas en la patogénesis de la enfermedad. Fue en nuestro laboratorio
donde describimos por primera vez una nueva familia de proteinas involucradas en
el desarrollo del ojo y del musculo de Drosophila (Begemann et al. 1997; Artero et
al. 1998). En Drosophila se han descrito al menos catorce isoformas que derivan de

un solo gen Mbl se expresa a partir de la segunda mitad de la embriogénesis en la
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musculatura somatica, faringea y visceral, en el cordén nervioso ventral, en los
fotorreceptores de la larva (Irion 2012) y en el cerebro y ojos de moscas adultas,

entre otros tejidos (www.flyatlas.com). En cambio, en humanos, como también en

la mayoria de los vertebrados, existen tres genes paralogos (Fardaei et al. 2002).
Los genes MBNL1, MBNL2 y MBNL3 (del inglés Muscleblind-Like) codifican para al
menos 18 isoformas diferentes, y cada uno de ellos presenta un patrén de
expresion y una funcion caracteristicos (Holt et al. 2009; Sznajder et al. 2016). Entre
los tres miembros de la familia, el MRNA de MBNL1 se expresa en la mayoria de los
tejidos (Konieczny et al. 2014). El nivel de proteina MBNL1 aumenta durante la
diferenciacién, lo que facilita las transiciones de los patrones de splicing
embrionario-fetal y fetal-adulto en mamiferos (Miller et al. 2000; Fernandez-Costa
et al. 2011). Aunque se ha descrito que la proteina MBNL2 desempefia un papel
preferente en el cerebro su patrén de expresion suele ser superponible al de
MBNL1, pudiendo asi compensar su falta de funcidn (Charizanis et al. 2012; Wang
et al. 2012a; Lee et al. 2013). En cuanto a la proteina MBNL3, esta se expresa
predominantemente en la placenta durante el desarrollo embrionario, mientras
que es dificil detectarla en tejidos adultos en los que solo se expresa de forma
transitoria durante la regeneracién del musculo esquelético adulto inducida por
lesiones. Ademas, se ha observado un papel antagonista al de MBNL1 en la
diferenciacidn celular, proceso en el que el nivel de expresién de MBNL1 crece de
manera inversamente proporcional con respecto al de MBNL3 (Squillace et al.
2002; Lee et al. 2007; Lee et al. 2008). En trabajos mas recientes se ha utilizado un
modelo de ratdn que expresa una isoforma truncada de la proteina MbnlI3 (Mbnl3
882) para estudiar su papel en la enfermedad. Los ratones presentan retrasos
dependientes de la edad en la regeneracidon muscular inducida por lesiones y una
funcién muscular comprometida (Poulos et al. 2013). Ademds, los ratones Mbn|3282
demuestran un inicio anticipado de un subconjunto de fenotipos asociados a la

edad tipicamente observados en pacientes DM1. Especificamente, los déficits de
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Mbnl3ssp desencadenan la aparicion temprana de un metabolismo anormal de la
glucosa, niveles elevados de insulina, disfuncién de la sistole cardiaca que progresa
a hipertrofia del ventriculo izquierdo y una alta incidencia de formacién de

cataratas subcapsulares y corticales (Choi et al. 2016).

3.1. Motivos funcionales y reconocimiento de RNA

Una caracteristica comun a todas las proteinas que pertenecen a la familia MBNL
es la presencia, en su extremo N-terminal, de dominios de dedos de zinc, mediante
los cuales interaccionan con el RNA (Grammatikakis et al. 2011; Park et al. 2017).
Mas especificamente, estos son dominios del tipo CCCH, en los cuales tres residuos
de cisteina y uno de histidina interactian con un dtomo de zinc (Vicente-Crespo et
al. 2008; Irion 2012; Oddo et al. 2016; Hale et al. 2018).

Las tres proteinas MBNL humanas contienen cuatro motivos de dedos de zinc CCCH
(ZF1-4), y no solo las secuencias de aminoacidos de los propios motivos estan muy
bien conservadas, sino también las longitudes de las secuencias que separan ZF1-
ZF2 y ZF3-ZF4 son idénticas entre los miembros de la familia MBNL (14 residuos
para ZF1-ZF2, y 16 residuos para ZF3-ZF4). Ademas, dentro de cada miembro de la
familia MBNL, ZF1 y ZF3 comparten homologia de secuencia entre si, y tienen un
espaciado idéntico entre los residuos del ligando Cys e His (CX7CXsCX5H). Este es
también el caso de ZF2 y ZF4 (CX;CX4CX3H). Por lo tanto, se considera que ZF1-ZF2
y ZF3-ZF4 en las proteinas MBNL constituyen motivos tandem dedo de zinc CCCH
(TZF) (CX7CXCX3H — CX7CX4CX5H), denominados TZF12 y TZF34, respectivamente
(Fuetal.2012; Purcell et al. 2012). La actividad de unién a mRNA de la familia MBNL
reside en los dos dominios TZF altamente conservados (TZF12 y TZF34) (He et al.
2009). Varios estudios con distintos enfoques han contribuido a entender la
importancia de estos dominios para el correcto funcionamiento de MBNL1. Por
ejemplo, con estudios de dicroismo celular se demostré que la integridad de sus

dedos de zinc es fundamental para la unién al RNA (Cass et al. 2011; Grammatikakis
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et al. 2011). Por otro lado, se ha podido establecer que MBNL1 reconoce motivos
estructurales en el RNA, como desapareamientos pirimidina-pirimidina y el
posicionamiento de pares C-G y G-C en la horquilla (Teplova and Patel 2008; Goers
et al. 2010). Recientemente se ha demostrado, ademas, que los tres pardlogos de
MBNL se unen a motivos de RNA similares con una afinidad ligeramente diferente
y controlan el splicing de los mismos exones alternativos con diferente fuerza. Las
diferencias entre los pardlogos de MBNL en el reconocimiento de los motivos de
unién y la organizacidn estructural de los RNA diana puede ser la base de la

importancia de expresar los paralogos de MBNL (Taylor et al. 2018).

3.2 Implicacién en el procesamiento de RNAs

Los numerosos estudios sobre la caracterizacion de MBNL1 realizados en los
Ultimos afios han puesto de relieve una amplia gama de aspectos del
procesamiento de RNA a los que esta vinculada la actividad de la proteina. Por
ejemplo, un andlisis transcriptdémico de los distintos compartimentos subcelulares
evidencio el papel de Mbnl en la regulacidon de la localizaciéon de los mRNA en
células de raton y de Drosophila, y se observé una traduccion y la secrecion de
proteinas dependiente de Mbnl para un subconjunto de mRNA con localizaciéon
dependiente de Mbnl (Wang et al. 2012a). Asi mismo, durante un estudio de
caracterizacién de los sitios de unién al RNA de MBNL1, se observo que la proteina
se une preferentemente en la regién 3 'UTR y que desestabiliza los mRNA diana
(Masuda et al. 2012).

La poliadenilacion alternativa (PA) es un proceso que, al crear regiones 3'UTR
diversificadas, puede modificar la interaccién con varios factores, como las
proteinas de unidon de RNA y los microRNA. De este modo, la PA puede modular la
localizacion del RNA, asi como su traduccidn y su vida media. En el curso de un
estudio en el que se llevd a cabo un analisis detallado de la PA en fibroblastos de

embrion de ratén, se mostrd una desregulacidn extensa del proceso tras la pérdida
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de la proteina Mbnl. Posteriormente, se confirmd la misma desregulacion en un
modelo de ratdn de DM1 y en modelos de células obtenidos de pacientes de DM1
y DM2, que mostraban el mantenimiento de un patrén de PA neonatal, revelando
una nueva funcion para las proteinas MBNL (Batra et al. 2014, Batra et al. 2015).
Un papel adicional de MBNL en el metabolismo del RNA se identificé tratando de
entender a qué se debe la alteracion del procesamiento de miR-1 observada en DM.
En este caso, se utilizd una horquilla corta de RNA (shRNA, del inglés short hairpin
RNA) para imitar la funcidn de las repeticiones CUG en la célula. Se obtuvo asi la
reduccion de MBNL1 y se observd un procesamiento alterado de pri-miR-1
expresado de manera ectépica. Posteriormente se verificd que también en
cardiomiocitos de rata (H9C2), la disminucion de MBNL1 provoca una reduccion
drastica de miR-1 maduro enddgeno. Los niveles de otros microRNAs también se
observaron en paralelo, como control negativo, y no se observaron cambios, lo que
demuestra la especificidad de la regulacién de MBNL1 en miR-1 (Rau et al. 2011).
Todo lo anteriormente descrito demuestra que la DM se caracteriza por una
regulacién errénea del procesamiento del pre-mRNA en multiples niveles, en los
gue en muchos casos se ve involucrado MBNL. Sin embargo, el aspecto mas
estudiado es su funcion de regulador de splicing alternativo especifico de tejido en
el musculo esquelético, corazén y sistema nervioso.

Como se ha anticipado, se ha observado que la proteina MBNL regula casi 200
eventos de splicing relacionados con DM1, y entre ellos se puede contar un nimero
similar de inclusiones o exclusiones de exones, demostrando que la proteina puede
desempeiar un papel tanto activador como represor del splicing alternativo de
exones especificos (Du et al. 2010).

En organismos superiores, los sitios de splicing no contienen toda la informacidn
necesaria para el reconocimiento preciso de intrones. Mas en el detalle, la
especificidad de splicing estd determinada principalmente por el sitio de splicing 5

, el sitio de splicing 3', las secuencias de punto de ramificacién y también por
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multiples elementos reguladores de splicing que actian en cis. Estos motivos de
reconocimiento estan clasificados como potenciadores o silenciadores exdnicos se
splicing y potenciadores o silenciadores intrdonicos del splicing. Estos elementos de
regulacion de splicing generalmente funcionan reclutando factores en trans para
controlar el splicing a través de diversos mecanismos, aunque su actividad suele
depender de la ubicacidon (Hiller et al. 2007; Wang et al. 2012b; Dvinge 2018). Asi
mismo se ha observado que el papel como regulador del splicing de MBNL depende
de su sitio de unién con respecto al exdn regulado (Goers et al. 2010; Fu et al. 2012).
Brevemente, la union de MBNL1 y 2 dentro del exdn alternativo y las regiones
intrénicas aguas arriba, generalmente facilitan la exclusion del exén, mientras que
la unién a las regiones intrénicas aguas abajo promueve la inclusién del exén
(Witten and Ule 2011). Esta configuracién indica que la represidn de la inclusién del
exon es una consecuencia de que los MBNL bloquean directamente los enhancers
exonicos, los sitios de splicing 3’, las regiones ricas en polipirimidina o elementos
de la regidn intrdnica; la activacidn por otro lado, podria deberse a la competencia
de MBNL con silenciadores de splicing, la activacion de enhancers intrénicos o
mejorando el reconocimiento del sitio de splicing en 5’ por parte del spliceosoma
(Goers et al. 2010; Echeverria and Cooper 2014; Konieczny et al. 2014). MBNL
puede interactuar con una variedad de diferentes estructuras de RNA que
contienen motivos de secuencia YGCY, como por ejemplo a través del enlace y la
estabilizacidn de una estructuras de tipo horquillas (Kino et al. 2009; Warf et al.

2009).

4. Mantenimiento y regeneracion muscular en DM1

Como hemos visto, aunque la distrofia mioténica es una enfermedad
multisistémica, no hay duda de que el musculo esquelético es el tejido mas

comprometido. La pérdida progresiva de masa muscular y debilidad se encuentran
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entre los sintomas que mas contribuyen a la discapacidad de los pacientes, pero su
causa directa aun se desconoce.

La miogénesis es el proceso de diferenciacion necesario para el desarrollo del
musculo. Este término se refiere tanto al proceso de desarrollo como al proceso de
regeneraciéon muscular. A pesar de presentar diferencias, ambos procesos
empiezan con una extensa proliferacion de los mioblastos hasta que, tras haber
salido del ciclo celular, estos se fusionan para generar nuevas miofibras o se unen
a miotubos preexistentes (Abmayr and Pavlath 2012).

En los Ultimos afios, varios estudios han propuesto la interrupcion tardia de la
diferenciacidn muscular y un defecto en la regeneracién, como posibles causas con
un mecanismo basico comun. Se trataria de un defecto a nivel de los precursores
miogénicos o células satélites, cuyos niveles estan incrementado significativamente
en la musculatura distal de los pacientes, siendo ésta la musculatura mas afectada
(Vattemi et al. 2005; Andre et al. 2018). En condiciones fisiolégicas, el buen
funcionamiento de las células satélite garantiza el mantenimiento de la reparacién
y la regeneracién de la musculatura esquelética. En caso de dafio muscular, estas
células se activan y comienzan un camino de proliferaciéon y diferenciacion,
necesario para reemplazar las células dafiadas y asegurar la homeostasis de las
fibras musculares. En biopsias y en lineas celulares de pacientes con DM1, este
proceso ocurre a un nivel tan bajo que no es suficiente para recuperar las fibras
perdidas. Uno de los mecanismos propuestos es una entrada prematura de las
células en senescencia, debida a una acumulacién anormal de pl6,
independientemente del acortamiento de los telémeros (Bigot et al. 2009; Thornell

et al. 2009).

4.1. Rutas autofagicas alteradas en DM1
Se ha descrito que los niveles de autofagia estdn aumentados en los mioblastos

DML1. Este proceso se considera de vital importancia para la supervivencia de la
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célula, ya que elimina proteinas tdxicas y organulos dafiados. Sin embargo, se sabe
gue su aumento provoca una pérdida excesiva de las proteinas, causando la muerte
celular y la atrofia en la musculatura esquelética (Masiero et al. 2009; Bargiela et
al. 2015).

Se ha observado que las células embrionarias DM1 tienen una capacidad de
proliferacién reducida y un nivel de autofagia mas alto de lo normal. El hecho de
que las células control desarrollen el mismo fenotipo después del silenciamiento de
MBNL1 y que su sobreexpresién revierta el fenotipo, confirma la relacién directa
entre la autofagia y la reducida disponibilidad de MBNL1 en DM1 (Denis et al. 2013)
Estudios posteriores contribuyeron a confirmar esta observacién, por ejemplo, con
la deteccién en células DM1 de marcadores autofagicos como LC3, vesiculas
autofagicas y evidencia de apoptosis (Beffy et al. 2010). También en las biopsias
musculares de pacientes se observd un aumento de casi el doble del gen regulador
de la autofagia Atgd (Fernandez-Costa et al. 2013). Ademads, genes identificados
durante un rastreo genético en el que se utilizd un modelo de DM1 en Drosophila
para buscar genes relacionados con apoptosis, fueron capaces de modificar los
fenotipos causados por la expresion de las expansiones CTG (Tanida et al. 2005;

Garcia-Lopez et al. 2008; Lee and Lee 2016).

4.2, Organizacidn de la estructura muscular en DM1

El musculo esquelético estd organizado en unidades estructurales altamente
interconectadas y organizadas en un patrén importante para su correcta funcion.
Cada musculo esta compuesto de muchos fasciculos musculares rodeados por una
capa de tejido conectivo. Dentro de cada uno de ellos se encuentran las células
musculares, las miofibras, que contienen las unidades funcionales de contraccion
muscular (sarcomeros) que comprenden los filamentos delgados (actina) y gruesos
(miosina). Las miofibras maduras contienen cientos de mionucleos ubicados debajo

del sarcolema (Schiaffino and Reggiani 2011). El posicionamiento subsarcolematico
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de los mionucleos es un sello distintivo del misculo maduro. Tipicamente, estan
regularmente espaciados dentro de una miofibra y la desviacion de estos patrones
de organizacion normales afecta la funcién muscular (Bruusgaard et al. 2003).
Estudiando biopsias musculares, es suficiente una tincién con hematoxilinay eosina
para evidenciar caracteristicas histoldgicas tipicas de DM como la atrofia de las
miofibras y la presencia de nucleos centralizados. De hecho tales caracteristicas son
suficientes para distinguir una muestra de un paciente DM de otras miopatias e
incluso diferenciar entre la DM1 y la DM2 (Pisani et al. 2008). Ademas de ser un
marcador para la miopatia, la presencia de nucleos centrales puede contribuir
directamente a la disfuncion muscular interrumpiendo la organizaciéon del

sarcomero y afectando la contraccidn de la miofibrilla (Folker and Baylies 2013).

5. Modelos animales como herramienta de investigacion

Las notables similitudes anatémicas y fisioldgicas entre humanos y animales,
particularmente los mamiferos, han llevado a los investigadores a estudiar una gran
variedad de mecanismos y evaluar terapias en modelos animales antes de aplicar
sus descubrimientos a los humanos. Los bidlogos interrogan a los organismos en
multiples niveles: moléculas, células, d6rganos y funciones fisioldgicas, en
condiciones sanas o enfermas. Se requieren todos los niveles de investigacion para
obtener una descripcién completa y la comprensién de los mecanismos. Los
primeros dos, y en algunos casos tres, niveles de organizacién pueden estudiarse
utilizando enfoques in vitro (por ejemplo, cultivos celulares). Estas técnicas se han
vuelto muy sofisticadas para imitar las complejas estructuras de los tejidos.
Representan importantes avances cientificos y han sustituido en algun caso el uso
de animales. Por otro lado, la exploracion de las funciones fisioldgicas y las
interacciones sistémicas entre érganos requiere un organismo completo (Barre-

Sinoussi and Montagutelli 2015).
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Por otro lado, los modelos animales son esenciales para cerrar la brecha
traslacional entre la investigacién preclinica y clinica. Un modelo es una
representacidn simple de un sistema complejo. En consecuencia, un modelo animal
para una enfermedad humana no pretende en absoluto intentar reproducir la
enfermedad humana con todas sus complejidades en un animal, sino mas bien
modelar aspectos especificos de una enfermedad. Cuando se utiliza un modelo
animal, es de suma importancia definir una pregunta especifica y garantizar que el

modelo elegido sea adecuado para su propdsito (Denayer T. 2014).

5.1. Modelos animales en DM

En el caso especifico de la DM1, los modelos animales generados hasta ahora han
sido muy Utiles para reconstruir el complejo mecanismo de patogénesis de esta
enfermedad multisistémica. Se han generado modelos tanto en invertebrados
como en vertebrados. Entre los invertebrados, los modelos de Caenorhabditis
elegans y Drosophila melanogaster son los mds relevantes y poseen ventajas
considerables, como la gran cantidad de herramientas de expresion génica y la
facilidad de cultivo. El hecho de que se compone de menos de 1000 células y que
su cuerpo es transparente, hace que C. elegans sea un organismo perfecto para la
observacién directa de fenotipos. En los modelos generados para el estudio de los
efectos de la expresién de expansiones CTG observamos defectos en el desarrollo
y la presencia de foci que resultan en el secuestro de CeMbl (Chen et al. 2007; Wang
et al. 2011). Ademas, el uso de un modelo de nematodo en un analisis genético ha
permitido la identificacidon de 15 nuevos genes involucrados con la toxicidad de las
repeticiones (Garcia et al. 2014).

Aunque el animal mas usado entre los modelos en vertebrados sea el Mus musculus
(ratén), también se generd un modelo en Danio rerio (pez cebra) que expresa 91
repeticiones en el contexto del gen DMPK fusionado con la proteina reportera GFP

(Todd et al. 2014).
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5.2, Modelos de DM1 en Drosophila

El primer modelo que se puso a punto en Drosophila permitido determinar que la
formacion de los foci y el consiguiente secuestro de Mbl no son toxicos en si
mismos. En estas moscas se usd el sistema de expresion de transgenes Gal4 / UAS
(Brand and Perrimon 1993) para inducir la expresion de (CTG)i2 en la UTR 3' del
transcrito GFP. A pesar de la presencia de fociy la colocalizacién de Mbl, las moscas
no mostraron fenotipo deletéreo (Houseley et al. 2005).

Posteriormente, un nuevo modelo generado en nuestro laboratorio y en el que se
expresaron 60 repeticiones en un transcrito sin ORF, mostré que ademas de no
poseer una funcién patdgena intrinseca, la presencia de foci ni siquiera es necesaria
para la aparicién de los sintomas. De hecho, en este modelo de mosca se
observaron defectos en mas de un evento de splicing relacionado con DM1, pero
no se detectaron foci (Machuca-Tzili et al. 2006; Garcia-Lopez et al. 2008; Vicente-
Crespo et al. 2008).

Un modelo mas completo se obtuvo con la expresion de repeticiones mas largas.
En nuestro laboratorio, de hecho, se generaron modelos en los que la expresidn de
480 repeticiones de CUG interrumpidas cada 20 tripletes se dirigi6 a los precursores
del ojo y al tejido muscular. En estas moscas se pueden observar varios fenotipos
reconducibles a la expresién dirigida de las repeticiones tdxicas, como la rugosidad
del ojo (en el modelo del ojo) y la progresiva degeneracién de los musculos
indirectos del vuelo (en el modelo muscular) y, mas en general, la formacién de foci,
la retencién de Mbl, alteraciones en varios eventos de splicing y una reduccién en
la vida media (de Haro et al. 2006; Garcia-Lopez et al. 2008).

Mads recientemente, se ha generado un modelo inducible con un nimero mayor de
repeticiones interrumpidas, para imitar la progresion de la enfermedad. Dirigiendo
la expresion de estas repeticiones a los musculos de larva se puede observar la
aparicién de los principales sintomas de DM1. En este modelo tanto la

hipercontraccion muscular, como la divisiéon de las fibras musculares, el tamano
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reducido de las fibras o los defectos de fusién de los mioblastos se pueden observar
de forma dependiente del tamafio de la repeticién (Picchio et al. 2013). Finalmente,
el afio pasado se ha presentado un nuevo modelo en el que la expresién de
repeticiones se dirige especificamente al corazén de la mosca. La expresidon de 250
repeticiones CTGs puras, hace que se reproduzcan en este modelo muchos
aspectos cardiacos encontrados en pacientes con DM1, como arritmia y defectos
de contractilidad. Ademas, la caracterizacion de este modelo se ha llevado a cabo
a nivel funcional, evidenciando una reduccién de la vida media de las moscas y
sobre todo a nivel molecular dando prueba de la presencia de foci, del secuestro

de Mbl y de defectos de splicing (Chakraborty et al. 2018).

5.3.  Modelos en ratén

Con los multiples modelos en ratones desarrollados hasta ahora, se pretendid
arrojar luz sobre la patogenia de la distrofia miotdnica utilizando distintos
enfoques. Se observaron las consecuencias de la reduccion en la expresidn de Dmpk
(Reddy et al. 1996; Carrell et al. 2016) y del gen adyacente Six5 (Klesert et al. 2000;
Wakimoto et al. 2002), con la intencidn de verificar la hipotesis de un mecanismo
patogénico debido a haploinsuficiencia y finalmente excluirla (Hamshere et al.
1997). Se han creado diferentes modelos para estudiar el efecto de las repeticiones
de varias longitudes y se han insertado en diferentes contextos genéticos.
Obviamente, también el papel de las proteinas de la familia MBNL se ha estudiado
ampliamente con el desarrollo de modelos especificos. De hecho, disponemos
modelos de ratones knock-out para todos los paralogos de MBNL1 2 y 3 (Hao et al.
2008; Charizanis et al. 2012; Lee et al. 2013; Poulos et al. 2013; Thomas et al. 2017).
También se han puesto a punto modelos que sobreexpresan tanto MBNL1 como su
antagonista CELF (Koshelev et al. 2010; Ward et al. 2010; Chamberlain and Ranum
2012).
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Entre todos los modelos mencionados anteriormente, destacan algunos que han
sido fundamentales para lograr grandes avances en la caracterizacion de la
enfermedad. Por ejemplo, la linea de ratones HSA® es hoy en dia uno de los
modelos mas utilizados en los estudios de DM1 (Mankodi et al. 2000). Su nombre
deriva del hecho de que la insercion de 250 repeticiones se dirigio a la region 3'UTR
del gen de la actina esquelética humana (del inglés Human Skeletal Actin Long
Repeat). Estos ratones constituyeron la primera evidencia de la adquisicidon de la
funcién del RNA tdxico y del papel de MBNLL. La sobreexpresion de la proteina en
este ratéon fue, de hecho, capaz de mejorar sintomas como la miotonia y la
miopatia. Sin embargo, estos ratones no presentan algunos de los sintomas basicos
de la enfermedad, como la inestabilidad somdtica y la anticipacidn genética, ni un
aumento en los niveles de expresion de la proteina Cugbpl (Kanadia et al. 2006).
Un modelo mas completo, se obtuvo con el desarrollo de un modelo inducible en
el que 960 repeticiones se expresan en el contexto del exén 15 de DMPK humano.
Estos ratones no solo muestran un aumento en los niveles de expresidon de Cugbp1,
sino también fenotipos estrechamente relacionados e independientes de MBNL1.
También presentan un desgaste muscular tipico de la DM1, que hasta ahora no se

ha observado en ningln otro modelo (Wang et al. 2007; Orengo et al. 2008).

5.4. Modelo en células humanas

Debido a que la DM es una enfermedad multisistémica que afecta a muchos tejidos
y tipos de células, se requieren varios modelos celulares para abordar las diversas
cuestiones relacionadas con la enfermedad, como longitudes de mutacién,
inestabilidad, polimorfismos o mecanismos especificos de tejidos, alteraciones
moleculares y el efecto de los enfoques terapéuticos (Matloka et al. 2018). Una
metodologia ampliamente usada es la expresidn de repeticiones CTGs, insertadas
en el 3’ UTR de DMPK u otros cDNAs, en diferentes tipos celulares. Aunque carecen

del entorno gendmico natural, tanto los constructos de repeticiones interrumpidas
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como los de repeticiones puras reproducen muchos aspectos caracteristicos de la
enfermedad. Su expresién ha sido frecuentemente empleada en diferentes lineas
celulares para estudios enfocados al rastreo de moléculas y de validacion de
tratamientos (Rolfsmeier and Lahue 2000; Lee et al. 2012; Ho et al. 2015; Nakamori
et al. 2016).

Otros modelos de gran interés son los que consisten en lineas celulares derivadas
de pacientes DM1. Los cultivos de algunos tipos de células primarias, constituyen
un desafio importante debido a la disponibilidad limitada de biopsias y la dificultad
para obtener material que refleje las primeras etapas del proceso de la
enfermedad. Para cubrir estas exigencias se pueden utilizar células madre
embrionarias (hESCs) aisladas de la masa interna del blastocisto. Estas células se
distinguen por su notable potencial proliferativo a largo plazo junto con la
capacidad para diferenciarse en practicamente cualquier tipo de célula. Hasta la
fecha la mayor parte del trabajo en el campo DM1 se ha realizado en células madre
neurales y ha permitido la identificacién de nuevas vias alteradas (Marteyn et al.
2011; Denis et al. 2013). Sin embargo, la investigacion de hESC plantea varios
problemas éticos y ha sido objeto de controversia en los Ultimos 15 afios (Dumevska
et al. 2016; Kalra et al. 2016; Martineau et al. 2018). Actualmente en el campo DM1,
los cultivos celulares primarios consisten principalmente en fibroblastos dérmicos
y células del musculo esquelético, también llamados mioblastos y aislados
directamente del tejido del paciente. Dada la dificultad relativa de tener acceso a
biopsias musculares de pacientes distréficos, se disefid una fuente alternativa de
células musculares. Como solucién a la dificultad de obtener biopsias musculares
de pacientes, se usan fibroblastos transducidos con una construccién viral que
fuerza la entrada al proceso miogénico a través de la expresion del factor miogénico
MYOD1. Las células musculares obtenidas tras la transdiferenciacidon expresan
transcritos musculares especificos que presentan anomalias de splicing similares a

las que se encuentran en los mioblastos primarios DM1 y los musculos de los

37



38

Introduccién

pacientes (Kuyumcu-Martinez and Cooper 2006; Ravel-Chapuis et al. 2012).
Finalmente, para evitar la limitacion de la senescencia replicativa y mantener las
células en un estado proliferativo, se recurre al proceso de inmortalizacion de los
fibroblastos humanos. Para ello se requiere la expresion estable de la telomerasa
humana (hTERT) para evitar el acortamiento excesivo de los teldmeros que
desencadena la entrada en la senescencia replicativa. Como resultado, las lineas
celulares DM1 inmortalizadas muestran un nimero potencialmente ilimitado de
divisiones mientras mantienen la mayoria de las caracteristicas especificas de tejido
y enfermedad. Ademads, la seleccién clonal conduce a cultivos celulares
homogéneos, que permiten proporcionar resultados mds consistentes y
reproducibles. Las células inmortalizadas debido a su vida util ilimitada son de
especial interés cuando se necesitan cantidades considerablemente grandes de
material celular, por ejemplo, para exdmenes de alto rendimiento (O'Leary et al.
2010; Ketley et al. 2014).

En este trabajo se han utilizado dos lineas celulares cedidas por el doctor Denis
Furling del Centro de Investigacién en Myologia de la Universidad La Sorbona de
Paris. Se trata de fibroblastos obtenidos de biopsias de un individuo sano (células
de control) y de un paciente con DM1 (célula DM1). Las dos lineas celulares se
disefiaron posteriormente con la construccion para la expresion de MYOD1 que
permite la transdiferenciacién a mioblastos. Las células también se inmortalizaron
con el sistema descrito anteriormente. Como descrito en un trabajo publicado en
2017, el estudio de caracterizacidn de la linea celular demuestra que se mantienen
las caracteristicas moleculares asociadas con el mecanismo de ganancia de funcidn
de RNA tdxico, como los agregados de RNA nuclear y los defectos de splicing. Estos
fenotipos representan parametros objetivos muy valiosos para evaluar la eficacia
de los compuestos terapéuticos, validando esta linea de células musculares como

modelo de DM1 (Arandel et al. 2017).
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6. Estado actual en el desarrollo de tratamientos para la Distrofia
miotdnica

Con una prevalencia de 1 sobre 8000 individuos afectados en Europa, la distrofia
miotdnica es el tipo de distrofia mas frecuente en la poblacion adulta; sin embargo,
esta clasificada como enfermedad rara. Con este término se indica una patologia
que afecta a un pequefio nimero de personas en comparacidn con otras
enfermedades prevalentes en la poblacién general.
En el caso especifico de la DM, casi treinta afios después de su primera descripcidon
y a pesar de los esfuerzos de la investigacion cientifica, todavia no existe una cura
y el tratamiento paliativo de los sintomas es actualmente la Unica opcidn para los
pacientes (Kumar and Agarwal 2015). En concreto se ha intentado intentando
poner a punto tratamientos para los sintomas mas caracteristicos tanto de DM1
como de DM2, como por ejemplo la miotonia (Grant et al. 1987; Sugino et al. 1998;
Furuya et al. 2005; Vita et al. 2019) y la debilidad muscular (Schneider-Gold et al.
2003; Matsumura et al. 2004). Ademads, se han buscado soluciones para las
manifestaciones sistémicas de la enfermedad tales como la aparicién de cataratas
(tratadas con cirugia), el tratamiento de la arritmia cardiaca (Folkers et al. 1985;
Lazarus et al. 2002; Petri et al. 2012), el tratamiento de la diabetes (Kashiwagi et al.
1999; Kouki et al. 2005; Takeshima et al. 2018) y de la somnolencia diurna
(MacDonald et al. 2002; West et al. 2016).

6.1. Dianas moleculares y conceptos generales del disefio terapéutico en DM1
La Figura I-6 muestra un resumen de las etapas de la cascada patogénica de DM1,
indicando ademas los conceptos generales de las estrategias de disefio terapéutico.
Dirigirse a la etapa mas temprana de la fisiopatologia, es decir, en este caso a la
expansién CTG del DNA, es la estrategia que posee el potencial para el mayor
beneficio terapéutico ya que todos los efectos posteriores se anularian. Sin

embargo, a menudo es el enfoque mas dificil y técnicamente desafiante.
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Por otro lado, moviéndose aguas abajo en la cascada patogénica de la DM1, el
disefio y la ejecucion de las potenciales terapias parece ser mas accesible. No
obstante, el aumento en el nimero de procesos celulares comprometidos
disminuye la cantidad de efectos beneficiosos que se pueden obtener.

Por ejemplo, un enfoque dirigido a la alteracion del procesado del mRNA del canal
de cloruro en pacientes con DM1 puede ser mas factible que uno dirigido a la
expansion de repeticiones a nivel del DNA. El efecto resultante, sin embargo, se
observaria solo a nivel de la miotonia en el musculo esquelético, mientras que otras
complicaciones sistémicas permanecerian. Por lo tanto, la terapia ideal seria la que
permite mantener un equilibrio entre los beneficios producidos, una relativa
facilidad técnica y un efecto minimo en los mecanismos celulares no relacionados
(Kumar and Agarwal 2015). Tedricamente, y en la practica, cada una de las etapas
alteradas en la patogénesis de la DM1 podria ser objeto de modificacion y de
intervencién. A continuacion, analizaremos los diversos enfoques terapéuticos, asi

como sus posibles aplicaciones y limitaciones a las enfermedades humanas.

6.2. Estrategias propuestas para la intervencion terapéutica en DM1

Desde el descubrimiento de la mutacién que causa DM1, el objetivo principal ha
sido la correccion de la expansion de las repeticiones de CTG a través de la
manipulacion genética. Solo recientemente, los avances realizados en el campo de
la ingenieria molecular, como las nucleasas de dedo de zinc (ZFN), las nucleasas de
actividad similar a activador de transcripcion (TALEN, del inglés Transcription
Activator-Like Effector Nuclease) y el revolucionario sistema CRISPR/Cas, han hecho
gue esta estrategia sea posible (Doudna and Charpentier 2014; Tebas et al. 2014,
Raaijmakers et al. 2019). Sin embargo, se trata de metodologias técnicamente

complejas.
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En DM, los TALEN se han utilizado para corregir las células madre derivadas del
paciente mediante la insercién de una sefial de poliadenilacién aguas arriba de las
repeticiones CTG (Xia et al. 2015; Gao et al. 2016). De esa manera se obtiene la
terminacion prematura de la transcripcion de RNA téxico, evitando asi la formacion

de foci, la retencién de MBNL en el nucleo y rescatando los eventos de splicing

alterados.
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Figura I- 6. Fases de la patogénesis de DM1 y posibles enfoques terapéuticos.

En el gen DMPK la expansion de las repeticiones de CTG conlleva la transcripcidon del RNA
mutante. Los efectos toxicos de esta molécula tienen origen de la formacién de agregados
nucleares y la alteracién de los niveles de expresion de proteinas reguladoras a través de
varios mecanismos. La pérdida del balance entre MBNL1 y CELF1 da como resultado la
alteracion del procesado de numerosos transcritos, favoreciendo el mantenimiento de las
isoformas fetales y causando muchos, si no todos, los fenotipos observados. Se indican
las posibles estrategias terapéuticas dirigidas a cada una de las etapas patogénicas
buscando un equilibrio entre la dificultad de ejecucidn y los efectos alcanzables (adaptada
de Kumar et al. 2015).

La mayor limitacién en la utilizacién de esta estrategia en DM1 es la naturaleza
multisistémica de la enfermedad. Con la tecnologia actual la idea de corregir todos
los tejidos afectados no es viable ya que la distribucién sistémica es muy dificultosa.
Por lo tanto, por el momento los estudios se estdn centrando en optimizar la

distribucién local, especificamente a la musculatura esquelética, con el uso de
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diferentes metodologias que se encuentran actualmente en la fase de estudio
preclinico (Ran et al. 2015; Tabebordbar et al. 2016).

Otro enfoque estudiado intensamente en los ultimos afios consiste en el uso de
fragmentos cortos de acido nucleico que pueden actuar sobre un RNA de interés
gue posea una secuencia complementaria. Al modificar de manera especifica la
guimica de estos oligonucledtidos anti sentido (ASO, del inglés AntiSense
Oligonucleotides) es posible controlar su mecanismo de accidn. En concreto los ASOs
pueden potencialmente restaurar el correcto funcionamiento de MBNL1, ya sea
bloqueando estéricamente su interaccion con CUGexp (Wheeler et al. 2012) o
mediante la degradacién del RNA téxico mediada por RNasa-H (Lee et al. 2012; Gao
and Cooper 2013).

Los anticuerpos también se han utilizado para bloquear la sefializacién TWEAK /
Fn14 en DM1, con efectos deseables, en un modelo de enfermedad (Yadava et al.
2015).

Otro campo altamente innovador y que ha crecido enormemente en los ultimos
afios consiste en el uso de micro-RNA como diana terapéutica. El estudio realizado
por la doctora Estefania Cerro-Herreros y colaboradores en nuestro laboratorio es
un ejemplo del uso de esta estrategia emergente en DM. En concreto, se han
identificado dos microRNAs que regulan los transcritos de MBNL1 y 2 reprimiendo
su expresion. Ademas se ha demostrado que, tras la eliminacién de estos
microRNAs, la expresion de MBNL1 vuelve a aumentar acompafiada por el rescate
de varios fenotipos patolégicos caracteristicos de DM1 tanto en un modelo de
mosca como en uno de ratdon (Cerro-Herreros et al. 2016; Cerro-Herreros et al.
2018).

Los modelos de la enfermedad de células y moscas se han utilizado junto con
estudios computacionales de la estructura de CUGexp, en rastreos de alto
rendimiento para explorar posibles estrategias terapéuticas (Chen et al. 2012;

Garcia-Alcover et al. 2014; Ketley et al. 2014; Yildirim et al. 2015).
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6.3. Pequefias moléculas como terapia para la DM
Para el propdsito de este trabajo, resultan de particular interés los farmacos
basados en moléculas pequefias. En una revisiéon de 2017 titulada “Distrofia
miotdnica: pequefias moléculas candidatas a terapéuticos” y de la que soy
coautora, discutimos en detalle los compuestos que pertenecen a esta categoria 'y
gue se han identificado en varios estudios en los ultimos 5 afos (Konieczny et al.
2017). Los compuestos se clasificaron segin su mecanismo de accidén y la
metodologia que condujo a su descubrimiento. Entre los mads comunes se
encuentran el reposicionamiento de fdrmacos y el uso de rastreos de alto
rendimiento. A continuacién, enumeramos algunos ejemplos de compuestos cuyo
MOA (del inglés Mechanism Of Action) esta esquematizado en la Figura I-7. La
mayoria de los compuestos actian compitiendo con MBNL1 para unirse a CUGex Y
liberan la proteina secuestrada. Otras moléculas actian directamente sobre la
conformacion del RNA téxico y despliegan o comprimen la estructura de la horquilla
alterando su afinidad por las proteinas con las que interacciona.
En algunos casos, los farmacos actian modulando la expresién génica enddgena.
La Mexiletina, la Prilocaina y la Procainamida inhiben la transcripcion DMPK normal
y mutante (Logigian et al. 2010; Witherspoon et al. 2015), mientras que la
Actinomicina D y la Heptamidina disminuyen especificamente el nivel de mRNA que
contiene CUGexp (Coonrod et al. 2013; Siboni et al. 2015).
La Dilomofungina se identific6 durante un cribado farmacolégico de alto
rendimiento y se seleccioné como un potente inhibidor de la unién entre MBNL1 y
las repeticiones CUGs, por las que tiene una alta afinidad (17 veces mayor que la
del mondmero correspondiente, Lomofungina). Sorprendentemente, los
resultados obtenidos de un ensayo en el modelo celular mostraron que la actividad
anti-DM del dimero es menor que la del mondmero. En este caso, la razén de esta

diferencia radica en el hecho de que la Dilomofungina reduce la tasa de
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degradacion de DMPK aumentando su nivel de expresidn, y, en consecuencia,

incrementando el nimero de foci (Hoskins et al. 2014).
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Figura I- 7. Mecanismos de accion de compuestos anti-DM1 seleccionados.

a. En DM1 el RNA tdxico estd caracterizado por una estructura secundaria a horquilla que
secuestra la proteina MBNL1 y activa CELF1 a través de una via no bien establecida
(izquierda). Los compuestos candidatos contra DM1 pueden actuar compitiendo con
MBNL1 para unirse a CUGey, Yy liberar asi la proteina secuestrada (derecha); también
pueden desplegar o apretar la estructura de horquilla (no se muestra). b. Ejemplos de
mecanismos de accidon conocidos de compuestos anti-DM1 (Adaptada de Konieczny et al.
2017).

La Fenilbutazona es un antinflamatorio no esteroideo que es muy relevante en DM1
ya que actla a través de dos mecanismos: ademas de competir por la unién de
MBNL1 a CUGexp, actua a nivel epigenético reduciendo la metilacién de un
potenciador del gen y esto hace que la transcripcién de MBNL1 aumente de manera
proporcional a la dosis suministrada (Chen et al. 2016). ISOX y Vorinostat inhiben
las histonas desacetilasas, que reprimen la expresion de MBNL1, por lo que los
niveles de proteina MBNL1 disponibles aumentan (Zhang et al. 2017). Otros
compuestos afectan las vias de sefializacidn celular y tienen un efecto indirecto y
beneficioso sobre la DM1. Tideglusib inhibe la glucégeno sintasa quinasa 3 (GSK3),
gue afecta indirectamente la fosforilacién de CELF1, probablemente a través de la
ruta de la ciclina D3 / CD4 (clinicaltrials.gov: NCT02858908). La Metformina, que

actla a través de la activacion de la proteina quinasa activada por AMP (AMPK)
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(Laustriat et al. 2015); En el marco de un ensayo clinico aleatorio controlado, el
tratamiento de pacientes DM1 con este conocido farmaco anti-diabético, ha
producido una mejora de las capacidades deambulatorias y un incremento de la

distancia recurrida en 6 minutos (Bassez et al. 2018).

7. Los péptidos como terapéuticos

Los péptidos representan una clase Unica de compuestos farmacéuticos,
molecularmente ubicados entre moléculas pequefias y proteinas, pero
bioquimicamente y terapéuticamente distintos de ambos. Dado su atractivo perfil
farmacoldgico y sus propiedades intrinsecas, los péptidos representan un excelente
punto de partida para el disefio de nuevas terapias y se ha visto que su especificidad
se traduce en excelentes perfiles de seguridad, tolerabilidad y eficacia en humanos
(Yang and Hinner 2015). Este aspecto también podria ser el principal factor de
diferenciacion de los péptidos en comparacién con las moléculas pequefias
tradicionales. Ademas, las terapias peptidicas se asocian tipicamente con una
menor complejidad de produccion en comparacion con los productos
biofarmacéuticos basados en proteinas y, por lo tanto, los costes de produccion
también son mas bajos, los cuales en general se acercan a los de las moléculas
pequefias. Los farmacos peptidicos han desempefiado un papel notable en la
practica médica desde la llegada de la terapia con insulina en la década de 1920
(Banting et al. 1922). Desde entonces la utilizacién de péptidos como terapéuticos
ha evolucionado junto con los cambios en los paradigmas de desarrollo y
tratamiento con farmacos. Los péptidos aislados de fuentes naturales, como la
insulinay la ACTH (Hoefer and Glaser 1950), proporcionaron medicamentos vitales
en la primera mitad del siglo XX. Cuando la elucidacion de la secuencia y la sintesis
guimica de los péptidos se hicieron factibles en la década de 1950, la oxitocina

sintética y la vasopresina también entraron en uso clinico (Douglas et al. 1957). El
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entusiasmo por la terapéutica peptidica se vio atenuado posteriormente por ciertas
limitaciones de los péptidos nativos, como la semivida plasmatica corta y la
biodisponibilidad oral reducida. De hecho, las enzimas digestivas disefiadas para
romper los enlaces amida de las proteinas ingeridas son efectivas para dividir los
mismos enlaces en las hormonas peptidicas, y la alta polaridad y el peso molecular
de los péptidos limitan fuertemente la permeabilidad intestinal. Dado que la
administracién oral a menudo se considera atractiva para respaldar el
cumplimiento del paciente, la necesidad de inyeccién hace que los péptidos sean
una opcién menos atractiva para las patologias que requieren tratamiento crdnico
(Lau and Dunn 2018).

Las nuevas estrategias sintéticas permiten la modulacién de las propiedades
farmacocinéticas y la especificidad de la diana mediante la modificacién de
aminodacidos o esqueletos, la incorporacién de aminodcidos no naturales y la

conjugaciéon a moléculas que prolongan la vida media o mejoran la solubilidad.

Aprobados, 12%

Retirados, 2%

Activos 32% Fase Il, 16%

Suspendido, 54%
Fase lll, 5%

Péptidos terapéuticos

Figura I- 8. Estado de desarrollo actual de los péptidos terapéuticos.

Los porcentajes se refieren a todos los péptidos en la categoria dada. "Retirados" se
refiere a productos previamente aprobados que ya no estan en el mercado; "suspendido"
se refiere a los programas terminados antes de la aprobacion, y la categoria "Activos"
abarca todos los péptidos en desarrollo clinico activo. (Adaptada de Lau et al. 2018).
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Ademas del disefio de péptidos tradicional, ha surgido una gama de tecnologias de
péptidos que representan las oportunidades y direcciones futuras dentro del
campo de péptidos. Estos incluyen péptidos multifuncionales y de penetracion
celular, asi como conjugados de farmacos peptidicos y tecnologias que se centran
en vias alternativas de administracion (Fosgerau and Hoffmann 2015). Hasta la
fecha, mas de 60 medicamentos peptidicos han sido aprobados en los Estados
Unidos, Europa y Japdén; mas de 150 estan en desarrollo clinico activo, y 260

adicionales se han probado en ensayos clinicos en humanos (Figura I-8).

7.1. Descubrimiento y caracterizacion de un péptido anti-DM1: Abp1

En la ultima década, el entorno competitivo para el descubrimiento de nuevos
farmacos ha creado la necesidad de estrategias que aceleren el proceso de
identificacion de entidades quimicas que interactien con target moleculares
conocidos. El proceso de identificacion de nuevos compuestos candidatos a
farmaco, se basa en una variedad de nuevas tecnologias que incluyen
bioinformatica, quimica combinatoria y los rastreos de alto rendimiento.

Un rastreo de alto rendimiento, junto con un modelo de DM1 en Drosophila, fueron
las herramientas indispensables para un estudio que se llevd a cabo hace afios en
nuestro laboratorio y que llevé a la identificacion de un péptido con una actividad
anti-DM1 significativa. Con mas detalle, la doctora Amparo Garcia llevo a cabo el
rastreo de una quimioteca combinatoria sintética de barrido posicional (PS-SCL, del
inglés Positional Scanning-Syntetic Combinatorial Library) de hexapéptidos
compuestos por D-aminoacido (Pinilla et al. 1995; Blondelle et al. 1996). La
guimioteca comprendia 120 viales, cada uno de los cuales contenia
aproximadamente 2.5 millones de hexapéptidos (por un total de 300 millones de
hexapeptidos). Las moléculas fueron evaluadas por su capacidad de rescatar un
fenotipo semiletal especifico de las hembras en estado pupa de un modelo

neuronal de DM1 en Drosophila. En este modelo, la expresion de 480 repeticiones
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de CTG interrumpidas, UAS-i(CTG)480, fue dirigida a una estructura cerebral de
Drosophila, los cuerpos de seta (MB, del inglés Mushroom Bodies) con el driver
103Y-Gal4. El efecto toxico de las repeticiones era letal ya que hace que las moscas
no sean capaces de llevar a cabo los movimientos necesarios para eclosionar de la
pupa (Garcia-Lopez et al. 2008).

La fase final del rastreo, llevd a la identificacion de 16 hexapéptidos con secuencia
relacionada, que mostraban una actividad positiva sobre el fenotipo de referencia
(Garcia-Lopez et al. 2008, tabla S1 material suplementario). Entre ellos el péptido
Ac-ppyawe-NH2, denominado Abp1l, destacd por presentar la mayor capacidad de
rescate del fenotipo y fue seleccionado por un estudio detallado de su actividad
(Garcia-Lopez et al. 2011).

Los efectos del tratamiento con el hexapéptido Abpl se estudiaron en detalle en
un modelo muscular de DM1 en Drosophila, en el que la expresién de las
repeticiones estd bajo el control del promotor de la cadena pesada de la miosina.
Las moscas alimentadas con el péptido mostraron una reduccion significativa en el
numero de foci ribonucleares, acompafiados por la liberacion de Mbl desde el
nucleo. También fue posible observar un mejor fenotipo de atrofia de los musculos
indirectos del vuelo caracteristico de este modelo.

El estudio del mecanismo de accidn del péptido, mostré que Abp1l presenta una
afinidad por las repeticiones (CUG), superior a la que presenta por otros tipos de
secuencias repetitivas. También se establecid que el péptido se une a las
repeticiones in vitro, abriendo las caracteristicas horquillas y estabilizando el RNA
toxico en su conformacién de cadena sencilla, sin competir con la proteina MBNL1
en su unién al RNA.

Posteriormente, la actividad de Abpl1 también se estudié en un modelo de ratén de
la enfermedad. Tras la inyeccién intramuscular de Abp1, fue posible observar en los
ratones HSA'® la mejora de varios fenotipos, incluido el rescate de diversos eventos

de splicing alternativo tipicamente alterados en la DM1. A nivel histolégico fue
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posible observar una reduccién en el nimero de fibras musculares con nucleos
centrales y un aumento de los canales de cloruro presentes en la membrana
plasmatica.

Los resultados obtenidos fueron tan prometedores que se propuso que Abpl
pudiera representar un punto de partida en la generacién de nuevos tratamientos
efectivos para la DM1. Una ventaja importante de ABP1 es que esta compuesta de
D-aminoacidos, que no son reconocidos por las proteasas (Borek et al. 1965). Esto,
junto con su pequefio peso molecular (<900 Da), confiere a Abpl una
biodisponibilidad sistémica potencialmente mayor en comparacién con los
péptidos de L-aminoacidos mdas grandes. La resistencia a proteasas de Abpl
también confiere estabilidad en el organismo vy, por lo tanto, puede exhibir efectos

duraderos.

7.2. Proceso HIT to LEAD

En el largo proceso de desarrollo de farmacos se suele identificar con el término
molécula “HIT” un compuesto seleccionado en el marco de un rastreo por tener la
actividad deseada y cuya actividad se confirma al volver a realizar la prueba o tras
una segunda ronda de ensayos mds especificos.

Para que un compuesto se pueda proponer como un medicamento real, primero se
debera llevar a cabo un largo proceso de caracterizacién y refinamiento con el fin
de obtener el maximo de los efectos positivos administrando la menor dosis
posible. Este camino se denomina proceso "HIT TO LEAD” donde el término Lead
indica un compuesto candidato para ingresar en fase de estudio clinico (Figura I-9).
Una fase muy importante de esta ruta es, sin duda, un estudio en profundidad del
mecanismo de accion del compuesto seleccionado, a través de ensayos in vitro.
Durante el desarrollo de “LEAD”, ademas, las moléculas se suelen analizar en
ensayos basados en células que predicen el estado de la enfermedad y en modelos
animales de la enfermedad para caracterizar tanto la eficacia del compuesto como

su probable perfil de seguridad (Hughes et al. 2011).
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En farmacologia, el acronimo ADME significa Absorcidn, Distribucién, Metabolismo
y Excrecién y se utiliza para describir la disponibilidad de un compuesto
farmacéutico en el organismo. Esos cuatro criterios tienen una influencia directa
sobre el nivel del farmaco y su farmacocinética al ser expuesto a los tejidos y por
tal razdn, influencian el rendimiento y actividad farmacolégica del compuesto
medicamentoso. Por lo tanto, otra fase muy importante sera la de averiguar si las
caracteristicas ADME del compuesto en estudio son apropiadas o si sera necesario
mejorar una o alguna de ellas.

Validacion Rastreo Ensayos Anélisis
dela diana de compuestos secundarios nviva

L l-i | = » Candidato
e J"_QL }

Enzima/receptor

% inhibicidn

'

Figura I-9. Rastreos de moléculas para el descubrimiento de farmacos.

Modelos experimentales de diferentes tipologias (genéticos, celulares o in vivo) se utilizan
para establecer y validar la diana terapéutica; los rastreos de librerias preceden la fase de
disefo y sintesis reiterativa de compuestos que seran estudiados con ensayos in vitro y ex
vivo. Sigue el estudio preliminar in vivo en el que, ademas de caracterizar la actividad del
o de los compuestos seleccionados, se estudia su toxicidad y su farmacocinética. Este
proceso lleva a la identificacion de un candidato adecuado a un estudio preclinico
(Adaptada de Hugues et al. 2010).

En el caso especifico de los péptidos, estos suelen estar caracterizados por una baja
permeabilidad, inestabilidad metabdlica, vida media corta y tiempo de residencia
limitado en los tejidos. La mayoria de los péptidos tienen una baja permeabilidad a
través de las membranas celulares debido a la alta capacidad de enlace del
hidrégeno y la baja lipofilia (Rezai et al. 2006). La baja biodisponibilidad oral de los
péptidos se debe principalmente a la baja absorcidn y la alta extraccion de primer

paso debido a la hidrdlisis enzimatica y mediada por pH en el tracto gastrointestinal
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(Gl) y el higado (Mahato et al. 2003). En consecuencia, los farmacos peptidicos se
administran con frecuencia como inyectables o por otras vias alternativas como
inhalado, intranasal y transdérmico. Los péptidos no modificados generalmente
tienen vidas medias muy cortas (por ejemplo, minutos) que resultan en protedlisis
total sangre, rifiones o higado y/o aclaramiento renal rapido (Diao and Meibohm
2013). Se han desarrollado herramientas in silico, in vitro e in vivo para abordar los
desafios ADME de los péptidos. Existen estrategias de modificacidn estructural para
mejorar el desarrollo de péptidos (Di 2015). El hecho de que nuestro Abpl esté
compuesto completamente de D-aminodacidos es en si mismo una ventaja para una
vida media mdas alta de la molécula, ya que este tipo de aminoacido es mas
resistente a las proteasas. Un estudio piloto de sus caracteristicas ADME demostré
qgue la molécula tiene una buena solubilidad, una elevada estabilidad en plasma y
gue no presenta toxicidad. Sin embargo, evidencié una baja permeabilidad de Abp1
en células, con lo cual este sera el punto de partida del proceso de optimizacion

“HIT to LEAD” del hexapéptido.
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Objetivos

La distrofia miotdnica es la forma mas comun de distrofia muscular en adultos. A
pesar de la gravedad, la incidencia y relevancia de la distrofia mioténica ningun
tratamiento eficaz ha sido encontrado. No obstante, la cantidad de estudios ha
aumentado exponencialmente en los ultimos afios y la falta de un tratamiento
efectivo hace que el descubrimiento del péptido ABP1 sea de gran importancia en

el campo.

Debido a su perfil farmacoldgico atractivo y a sus propiedades intrinsecas, los
péptidos representan un excelente punto de partida para el disefio de nuevas
terapias ya que se ha visto que su elevada especificidad se traduce en una excelente

seguridad, tolerabilidad y eficacia en humanos (Fosgerau and Hoffmann 2015).

Por estas razones y a la luz del enorme potencial observado en los datos sobre la
actividad anti-DM1 del péptido Abp1l, existe la necesidad de profundizar en el
estudio de este candidato prometedor. Nuestro propdsito ha sido caracterizar la
actividad anti DM1 de Abpl y de sus derivados para asi comenzar estudios
posteriores en modelos de ratéon que seran el primer paso hacia la evaluacion

preclinica de las moléculas mas prometedoras.

Con todo lo anteriormente expuesto, los objetivos que se persiguieron durante el

desarrollo de la presente tesis doctoral son los siguientes:

Objetivo 1 — Optimizar la actividad anti-DM1 del hexapéptido Abpl a través del
disefio racional y sintesis de péptidos derivados cuyos efectos se estudiaran en un
modelo de la enfermedad en Drosophila melanogaster y en mioblastos de

pacientes DM1.

Objetivo 2 — Evaluar la actividad de hexapéptidos con secuencia relacionada a Abp1

en un modelo de la enfermedad en Drosophila melanogaster y en mioblastos de
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pacientes DM1; analizar las relaciones entre la actividad bioldgica observada y la

secuencia aminoacidica de los péptidos.

Objetivo 3 — Estudiar con diferentes aproximaciones el mecanismo de accién de los
compuestos con actividad optimizada que se habran seleccionado como nuevos

candidatos a terapéuticos anti-DM.
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Resultados

I-MEJORA DE LA ACTIVIDAD DE ABP1

1. Estudio preliminar de Abp1l en células

El estudio piloto sobre la actividad del hexapéptido Abpl estuvo enfocado a la
evaluacidn de su actividad anti-DM1 en modelos en sistema nervioso y muscular de
la enfermedad en Drosophila y en un modelo en ratén (Garcia-Lopez et al. 2011).
Sin embargo, ademas de destacar numerosos efectos beneficiosos en ambos
modelos, también surgieron algunas limitaciones que dejaron abierto un margen

de mejora sobre el que seguir investigando.

DAPI Abp1l-FAM Fusion

..

Figura R-1. Localizacion subcelular de Abp1 en células de Drosophila y de ratén.
Imdagenes representativas de microscopia de fluorescencia de linea celular S2 de
Drosophila (a, by c) y C2C12 de ratén (d, e y f). Los nucleos se tifieron con Dapi (azul) y la
localizacion subcelular de Abpl se observd a través de la deteccién directa de la seiial
propia del fluoréforo FAM (verde) con el que se encuentra marcado.

Células S2

Células C2C12

En concreto, se pudo observar que la expresién enddgena del hexapéptido en su

versién retroinversa y constituido por L-aminodcidos, producia rescates
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definitivamente mas significativos de los fenotipos distroficos observados; esto
sugirié que la administracién oral de una concentracion no tdxica no puede
garantizar que un porcentaje suficiente de péptido alcance el tejido diana. De modo
similar, la inyeccion intramuscular de Abpl en el musculo tibial anterior de los
ratones HSAY produjo una significativa mejora de la histopatologia del tejido
muscular y un rescate parcial de algunos eventos de splicing. A pesar de ello, los
efectos observados en la pata no inyectada eran casi nulos, sugiriendo problemas
de difusion del péptido en los tejidos.

Esta interpretacidon fue confirmada tiempo después con unos ensayos que se
llevaron a cabo con la supervisién y colaboracién del Doctor Juan Manuel
Fernandez Costa, durante la fase inicial de este proyecto. Brevemente, utilizando
Abp-1 marcado con el fluoréforo FAM vy tiflendo el nucleo celular con DAPI, se
estudio la localizacion subcelular del péptido en diferentes tipos celulares. En
primer lugar, se utilizaron células Schneider 2, generalmente abreviadas como
células S2. Estas células se derivaron de un cultivo primario de embriones de
Drosophila melanogaster en etapa tardia (20-24 horas) por el Dr. Schneider,
probablemente de un linaje similar a los macréfagos y representan una de las lineas
celulares de Drosophila melanogaster mas comunmente utilizadas (Ceriani 2007).
Como demuestran las imagenes de la Figura R-1 (paneles a, b y c), tras una
incubacién de 24 horas con 100 uM de Abpl, la sefial verde correspondiente al
péptido marcado, se pudo observar tanto en el citoplasma como en el nucleo de las
células. A continuacidn, el mismo experimento se llevd a cabo en células C2C12,
una linea celular de mioblastos de raton inmortalizados (McMahon et al. 1994); de
manera congruente con los datos anteriormente publicados en este caso la sefal
verde se observo en el citoplasma de las células y alrededor del nucleo, pero no en
su interior (Figura R-1, paneles d, e y f), proporcionando asi una posible explicacion
a la actividad reducida en el modelo de raton y apoyando la hipdtesis de una

reducida permeabilidad. Tras este hallazgo, surgidé |égicamente la necesidad de
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estudiar si la incapacidad de entrar en el nicleo era limitada a las células de ratdn
o si pertenecia a las células de mamifero en general. Por lo tanto, se repitié una vez
mas el mismo experimento, empleando esta vez dos lineas celulares de humano.
Desafortunadamente lo observado en células de raton se reprodujo tanto en los
fibroblastos DM1 (Figura R-2, paneles a, b y c) como en células Hela (Figura R-2,
paneles d, e y f). Cabe destacar que los andlisis de sangre que Garcia y
colaboradores llevaron a cabo tras el sacrificio de los ratones tratados con Abp1,
evidenciaron alteraciones en marcadores de dafio de drgano, como la creatinina y
el GTP (Garcia-Lépez 2010). Por lo tanto, existia la necesidad de mejorar las
caracteristicas farmacolégicas del hexapéptido con el fin de mejorar por un lado su

permeabilidad y su biodistribucién y por el otro de reducir su toxicidad.

DAPI Abp1-FAM Fusion

..

Figura R-2. Localizacion subcelular de Abp1 en células de humano.

Imdgenes representativas de microscopia de fluorescencia de linea celular de fibroblastos
DM1 de paciente (a, b y c) y de células Hela (d, e y f). Los ntcleos se tifieron con Dapi
(azul) y la localizacion subcelular de Abpl se observo a través de la deteccion directa de
la sefial propia del fluoréforo FAM (verde) con el que se encuentra marcado.

Fibroblastos DM1

Células Hela
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Ademas de las evidencias experimentales obtenidas en el estudio anterior y
durante la fase preliminar de este trabajo, es sabida la estabilidad reducida y la
escasa biodisponibilidad de todos los péptidos no modificados propuestos como
terapéuticos (Latham 1999; Patch and Barron 2002). Adicionalmente, como la
mayoria de los medicamentos se administran lejos del tejido diana, deben ser
capaces de alcanzar el tejido diana que generalmente implica la penetracion de
varias barreras bioldgicas (Adessi and Soto 2002). Por estas razones, a pesar de las
numerosas ventajas del uso de péptidos como terapéuticos, se sigue investigando
para identificar estrategias alternativas: intentando mejorar la biodisponibilidad de

los péptidos o bien a través del disefo de péptido-miméticos (Saini A. 2017).

2. Diseiio racional y sintesis de moléculas peptidicas derivadas de Abp1l

Este primer propdsito se llevd a cabo con el asesoramiento de quimicos expertos
en disefio molecular in silico y en sintesis de péptidos y de biofisicos expertos en el
estudio de la estructura de macromoléculas. Juntos seleccionamos algunas
modificaciones que pudieran optimizar las caracteristicas quimico-fisicas y
consecuentemente biolégicas de Abpl, como su estabilidad enzimatica y su
biodisponibilidad, preservando o incluso potenciando al mismo tiempo su actividad

biolégica.

2.1. Modificaciones que aumentan la estabilidad

Reemplazar algunos o todos los L-aminoacidos de una secuencia peptidica con los
D-aminoacidos correspondientes, suele ser la primera modificacién propuesta para
la mejora de los pardmetros bioldgicos de un péptido que se utilizard como
farmaco. De hecho, se sabe desde hace muchos afios que este simple cambio puede

dar al péptido candidato una resistencia a la degradacidn proteolitica, ademds de
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hacerlo significativamente menos inmunogénico con respecto al péptido no
modificado.

La quimioteca de la que proviene Abp1 incluia solo hexapéptidos compuestos por
D-aminoacidos; por lo tanto, para mejorar aiin mas sus caracteristicas tuvimos que
elegir otra estrategia y decidimos proceder a la sintesis de un pseudopéptido. Con
este término se indica una molécula generada a través de la alteracidn del enlace
peptidico, como por ejemplo la sustitucién de algunos de los &tomos o de algunos
grupos quimicos que participan en el esqueleto peptidico. Se trata por lo tanto de
derivados que son solo parcialmente peptidicos en su naturaleza quimica (Adessi
and Soto 2002).

La identificacidn de andamios quimicos bioinspirados, pero no naturales, de bajo
coste y estables, ha sido un objetivo a largo plazo para una gran cantidad de
aplicaciones, que abarcan desde la quimica médica hasta la ciencia de los
materiales. Entre los varios tipos de moléculas derivadas de péptidos, el uso de los
peptoides ha sido uno de los enfoques mds simbdlicos de las ultimas dos décadas,
debido a su capacidad para adoptar nanoestructuras plegadas vy, por lo tanto, estar
disefiado para solucionar algunas de las complicaciones mas comunes asociadas
con las terapias con péptidos, como por ejemplo su inmunogenicidad potencial y la
escasa estabilidad metabdlica in vivo (Patch and Barron 2002; Dohm et al. 2011).

a. b.
Peptldo i Abp1 -> Peptoide

/
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Figura R—3. Comparacion esquematica entre un péptido y un peptoide.

Los peptoides, o glicinas poli-N-sustituidas, son una clase de peptidomiméticos cuyas
cadenas laterales estan unidas al atomo de nitrégeno del esqueleto peptidico, en lugar
de a los carbonos o (como ocurre en los péptidos); a. En la representacién se puede
observar el parecido de la distancia entre las cadenas laterales en los dos tipos de
moléculasy la ausencia de quiralidad del mondmero peptoide. En b se representa Abp1l
en su version de peptoide.

b « ([0
B
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Los peptoides son oligdmeros basados en una cadena principal de poliglicina en la
qgue las cadenas laterales estan unidas al nitrégeno de la amida (glicinas poli-N-
sustituidas) (Figura R-3, panel a). La presentacion de las cadenas laterales de
péptidos y peptoides es aproximadamente isostérica, lo que permite
potencialmente un mimetismo adecuado de la separaciéon entre los grupos
funcionales criticos de los péptidos bioactivos. Ademas, esta modificacion otorga
resistencia a la proteasa, ya que las proteasas naturales no reconocen el enlace
amida n-sustituido, confiriendo asi una mayor estabilidad metabdlica a la molécula.
Su estabilidad térmica varia hasta > 75°C, y son generalmente estables a las
variaciones de sal y pH (Lim et al. 2009; Zuckermann and Kodadek 2009). Ademas,
los peptoides son mas hidréfobos que los péptidos y, por lo tanto, poseen una
permeabilidad celular superior (Simon et al. 1992; Fowler and Blackwell 2009).

En definitiva, Abpl en su versidn de peptoide (Abpl-peptoide) fue la primera
molécula elegida y sintetizada con el fin de caracterizar su actividad anti-DM1

(Figura R-3, panel b).

2.2, Modificaciones que aumentan la permeabilidad en la célula

En los ultimos afios se han ido acumulando los casos de moléculas prometedoras
gue no han podido alcanzar el estadio de ensayo clinico debido a su reducida
biodisponibilidad. Por esta razén la capacidad de cualquier compuesto candidato
de llegar hasta el sitio de accion (molecular delivery) se ha convertido en uno de los
puntos centrales del desarrollo de farmacos.

Entre las diversas estrategias estudiadas, una de las mas investigadas es el uso de
péptidos penetrantes de células (CPPs, del inglés Cell Penetrating Peptides). Con
este término se suelen definir aquellos péptidos, generalmente catidnicos, que
interaccionan con los glicosaminoglicanos asociados a la membrana celular y son
internalizados por endocitosis (Abes et al. 2007). Histéricamente, la primera

descripcién de un péptido con esas caracteristicas es del afio 1988, cuando Frankel



Resultados
y Pabo (Frankel and Pabo 1988) demostraron que la proteina transactivadora de
la transcripcion génica (TAT, del inglés Trans-Activator of Transcription) del virus HIV
era capaz de entrar en las células y translocar al ndcleo (Green and Loewenstein
1988; Heitz et al. 2009). En los afios siguientes, la conjugacién covalente o no de
diferentes fragmentos de dicha proteina con candidatos terapéuticos de diversa
naturaleza, fue en muchos casos una estrategia exitosa (Abes et al. 2007). Mas
adelante otros estudios demostraron que secuencias compuestas solo de residuos
de arginina o lisina son suficientes para dirigir moléculas en la célula tanto al
citoplasma como al nucleo. Finalmente, y casi contemporaneamente, en otros
estudios se describian péptidos con caracteristicas analogas, derivados de la
secuencia de localizacion nuclear (NLS) del antigeno T del virus SV40 y que
contenian un dominio hidréfilo rico en lisinas (Morris et al. 2001; Park et al. 2002;
Takechi et al. 2012).
El mecanismo de internalizacién propuesto para los CPPs catidnicos es el modelo
de micela invertida. Los residuos cargados positivamente inicialmente se unen a los
fosfolipidos cargados negativamente de la membrana celular selectivamente
permeable. Dado que el CPP es capaz de fusionarse con esta membrana, se forman
micelas tipo bolsillo que contienen el CPP, que atraviesa la membrana celular
dentro de esta micela hacia el citoplasma. Cuando estas micelas atraviesan la
membrana, se invierten, liberando el CPP y su carga en las células (Prochiantz 2011;
Raucher and Ryu 2015).
Con todo lo anteriormente expuesto y tras el estudio atento de la bibliografia se
propuso la sintesis de otros 5 derivados de Abpl. En los primeros dos, con la
intenciéon de preservar la secuencia y la estructura del péptido original,
simplemente se sustituyé su uUltimo aminodcido, un dacido glutdmico de carga
negativa, con una arginina o una lisina ambas de carga positiva: ppyawr (Abp1-e6r)
y ppyawk (Abpl-e6k). En cuanto a los otros tres derivados se decidid sintetizar

Abp1l, Abpl-e6r y Abpl-e6k afiadidos con un fragmento de la secuencia TAT del
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virus de HIV (TAT*"7): GRKKRRQRRR-ppyawe (TAT-Abp1), GRKKRRQRRR-ppyawr
(TAT-Abp1-e6r) y GRKKRRQRRR-ppyawk (TAT-Abp1-e6k). Con estas modificaciones
nos propusimos mejorar la permeabilidad celular de Abpl y solucionar sus

limitaciones debidas a una reducida biodistribucion.

2.3. Busqueda de los aminoacidos funcionales de Abp1l
Gracias al caracter multidisciplinar de este trabajo doctoral, hemos podido abordar
la cuestion de la mejora de Abpl con diferentes aproximaciones. En concreto se
llevaron a cabo un estudio computacional de la estructura del péptido y un estudio
de las caracteristicas fisico-quimicas de la unidon de Abpl con las repeticiones
téxicas empleando técnicas de Infrarrojo. Ambos estudios llevaron a la formulacién
de dos hipétesis independientes cuya veracidad fue comprobada con la sintesis de
dos nuevos péptidos derivados.
2.3.1. Estudio computacional de la conformacion de Abpl y péptidos
relacionados
Con el objetivo de estudiar el modo de interaccion del péptido Abp1 con las
repeticiones CUGs, se ha trabajado en colaboracién con el grupo del Prof. Roger
Estrada (Laboratori de Disseny Molecular, Grup d’Enginyeria Molecular, GEM) bajo
la hipdtesis que la estructura peptidica juega un papel primordial en el
reconocimiento e interaccidn con las repeticiones CUGs. Por este motivo, se ha
modelizado computacionalmente la estructura tridimensional en condiciones
fisiologicas de los 16 hexapéptidos (incluido Abpl), cuya secuencia habia sido
seleccionada en la fase final del rastreo llevado a cabo por Amparo Garcia (Garcia-
Lopez et al. 2011).
Debido al elevado coste computacional de este tipo de calculos, las simulaciones se
han realizado utilizando recursos de la Red Espafiola de Supercomputacion. El
espacio conformacional accesible para este tipo de compuestos es muy extenso y
se ha requerido el uso de metodologias que permitieran explorar todas las posibles

geometrias e identificar las mas probables. El comportamiento dindmico de todos
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los péptidos se ha estudiado por dindmica molecular. Se han realizado simulaciones

de 100 ns y 1 ns, utilizando el programa AMBER (D.A. Case et al. 2014).
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Figura R-4. El motivo poliprolina (PPII)

Representacion de la orientacion y la organizacidn estructural de los diferentes tipos de
hélice. a hélice a y hélice PPIl, modeladas como la proyeccién del eje helicoidal y la
proyeccién en perspectiva (adaptado de Adzhubei et al. 2013). b a-hélice: los
aminoacidos en una hélice a estan dispuestos en una estructura helicoidal dextrégira, con
unos 3,6 aminoacidos por vuelta. ¢ Hélice de poliprolina de sentido antihorario; los
residuos de prolina estdn marcados en amarillo. d Hélice PPIl compuesta por el menor
numero de aminodcidos posible (son suficientes tres residuos). En este ejemplo, ninguno
de los residuos es una prolina (imagen adaptada de Narwani et al. 2017). e Modelizacién
computacional de los 8 péptidos que presentan motivo PPII; se representan los péptidos
que presentan mayormente la conformacion PPIl en orden creciente de izquierda a
derecha. Para las simulaciones se ha utilizado el programa Amber 14.

Los resultados obtenidos de la evolucion temporal de Abpl demostraron que el
péptido tiende a presentar dos conformaciones preferentes: alfa hélice y la hélice
de poliprolina Il (PPII) (Figura R-4, panel a, b, c y d). Esta ultima es una estructura
helicoidal extendida hacia la izquierda con tres residuos por vuelta cuya forma

general se asemeja a un prisma triangular (Hicks and Hsu 2004). Aunque no se
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relaciona Unicamente con este residuo, es un motivo caracteristico de secuencias
ricas en prolina y en muchos casos se piensa que funciona como sitio de
acoplamiento para modulos de sefalizacion (Zarrinpar et al. 2003). Se sugiere que
este motivo molecular pueda tener un importante papel funcional, particularmente
en las interacciones y el reconocimiento proteina-proteina o proteina-acido
nucleico (Narwani et al. 2017).

Aungque otros de los hexapéptidos estudiados presenten este motivo, Abp1 es el
gue muestra un mayor porcentaje de forma PPII, dentro de las conformaciones
estructurales identificadas para cada uno de ellos (Figura R-4, panel e).

El estudio se ha extendido a algunos de los nuevos derivados de Abp1l propuestos.
Los resultados muestran que el intercambio del aminoacido terminal no afecta
significativamente a la dinamica de la estructura del péptido (Figura R-5), por lo
tanto, no se espera que la sustitucién del ultimo aminodcido altere de forma
relevante la geometria del hexapéptido y en consecuencia que pueda comprometer
su actividad.

Recapitulando, ademas de avalar el disefio y la sintesis de los péptidos Abp1-e6ry
Abp1l-e6k, los datos del estudio in silico llevaron a formular la hipdtesis que el
motivo poliprolina fuera importante para conservar la actividad biolégica de Abp1.
Como se menciond previamente para que un péptido presente una conformacion
de PPII no es necesaria la presencia de prolinas. Por lo tanto, nos parecié de gran
interés comprobar si la actividad de Abpl esta vinculada a su secuencia
aminoacidica o a la estructura secundaria que el péptido puede adquirir.

La sustitucidn sistemdtica de alanina (en inglés Alanine-Scanning), es un método
particularmente util para la identificacion de los aminodcidos funcionales en
proteinas o péptidos de interés. La sustitucién con alanina elimina todos los &tomos
de la cadena lateral mas alla del carbono B, permitiendo por lo tanto inferir el papel
de los grupos funcionales de la cadena lateral del aminoacido remplazado

(Morrison and Weiss 2001).
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Figura R-5. Estudio de la estructura preferente de los nuevos derivados.

Modelizacion computacional del péptido Abp1l y se los derivados Abpl-e6k (ppyawk) y
Abpl-e6r (ppyawr). En los diagramas circulares se representa el porcentaje de las
conformaciones preferentes de los péptidos: en azul claro se representa el % de PPIl; en
naranja el % de a hélice. Al igual que Abpl los hexapéptidos derivados conservan la
estructura secundaria de PPl como conformacién preferente;

En otros estudios, ademas, se ha confirmado el hecho que el aminodcido alanina es
uno de los que puede facilmente asumir conformacién de PPII, con lo cual su
presencia en lugar de la segunda prolina modificaria la secuencia, pero no la
estructura secundaria (Adzhubei et al. 2013; Narwani et al. 2017). Para ello se
sintetizd un péptido con secuencia igual a la de Abp1, pero en el que el segundo

residuo de prolina se sustituyé con una alanina: payawe (Abp1-p2a).

2.3.2. Espectroscopia de Infrarrojos (FTIR) del péptido Abpl, RNA y su
interaccién

En paralelo al andlisis computacional abordamos el estudio con otro enfoque y
comenzamos el estudio de la interaccién entre Abpl y el RNA téxico con el apoyo
técnico del grupo de expertos en péptidos del laboratorio de Josep Bartomeu
Cladera Cerda (Centre d'Estudis en Biofisica, Unitat de Biofisica, Universitat
Autonoma de Barcelona). Para ello, se han adquirido espectros de infrarrojo
utilizando un espectrémetro con transformada de Fourier (FTIR). Los resultados

obtenidos se han analizado con la intencion de descubrir cudles son los
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aminodacidos que estan involucrados en la interaccion con el RNA, para asi
asegurarnos de no alterarlos a la hora de elegir otras posibles modificaciones.

Los espectros del péptido Abpl, tratados con la técnica matematica de
deconvolucidn de bandas, muestran una amida | con tres componentes principales:
una banda centrada en 1674 cm, debida a restos de TFA provenientes de la sintesis
peptidica y no atribuible, por tanto, a estructura secundaria del péptido; una banda
centrada en 1654 cm?, asignable a estructuras a-helicoidales; y una banda centrada
en 1637 cm?, caracteristicas de estructuras hoja B. En general, el espectro del
péptido en la zona de la amida | es compatible con un péptido con una estructura
secundaria predominantemente en forma de hélice a, con algin componente de
[damina B (Figura R-6, panel a).

Los espectros de RNA se obtuvieron usando una sonda de 60 repeticiones CUG y
muestran en general las bandas caracteristicas de este acido nucleico, probando asi
la pureza de la muestra. Los resultados han permitido la identificacién y asignacion
de los siguientes componentes en la regién entre 800 y 1800 cm™: 1692 (Guanina),
1651 (Uracilo), 1600 (Adenina), 1489 (Citosina), 1246 y 1080 (fosfatos). Ademas, se
ha identificado una banda centrada en 966 cm™ debida al RNA a una frecuencia a
la que no absorbe el péptido. Esta banda es importante para poder realizar las
operaciones de normalizacion de intensidad que son necesarias para el analisis de
las mezclas Péptido/RNA (Figura R-6, panel b.). Los resultados explicados mas arriba
pueden ser Utiles para analizar la influencia de la interaccién Péptido-RNA en los
elementos estructurales identificados.

Para ello se ha procedido del siguiente modo: por una parte, a partir de espectros
puros de péptido a diferentes concentraciones y de un espectro puro de RNA se
han generado los espectros compuestos a las relaciones péptido/RNA descritas mas
arriba, es decir, la suma matematica que dard el espectro que tendria una mezcla
real de péptido-RNA si las dos moléculas no interaccionan entre ellas (Figura R-6,

panel c, linea azul). Por otra parte, se han adquirido los espectros de mezclas reales
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de péptido-RNA a las mismas ratios. Para poder proceder a la comparacién de los
espectros compuestos y los de las mezclas reales se trabaja con las segundas
derivadas de los espectros de infrarrojo en la regién 800-1800 cm™ (Figura R-6,
panel c linea roja).

El andlisis comparativo de los espectros compuestos tedricos y de los de las mezclas
reales sugirié la participacion de un residuo de tirosina en la interaccion
péptido/RNA. Por lo tanto, tras la formulacién de esta segunda hipétesis decidimos
comprobarla con un procedimiento andlogo al anteriormente detallado. Es decir,
planteamos la sintesis de otro péptido derivado en el que el residuo de tirosina

fuera remplazado por uno de alanina y utilizar el nuevo péptido como control de
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Figura R—6. Interaccidn entre el péptido Abp1 y las repeticiones (CUG)eo.

Espectro de infrarrojo del péptido ppyawe en la zona de la amida I. b. Espectro de
infrarrojo del RNA de 60 repeticiones CUG. c. Espectro compuesto (el espectro suma que
resultaria de una mezcla sin interacciones) y espectro mezcla (espectro de una mezcla real
de RNA y péptido). Las flechas sefialan zonas con pares de bandas para las cuales se
detectan cambios en la ratio de intensidades que serian debidos a la interaccion.
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unidén en los experimentos siguientes; el péptido con secuencia ppaawe se indicara
con el nombre de Abpl-y3a.

Finalmente, para poder confirmar que la actividad bioldgica de Abpl y sus
derivados fuese directamente relacionada con el orden de los aminoacidos que los
componen, necesitdbamos disponer de otro péptido que se pudieran usar como
control negativo en los ensayos de evaluacion de la actividad anti-DM1. Asi mismo
se procedid a la sintesis del péptido Scramble (Sc), con secuencia pypaew,
compuesto por los mismos aminoacidos que Abpl dispuestos en secuencia
aleatoria.

Recapitulando, los estudios realizados y las hipdtesis formuladas en esta primera
fase del proyecto llevaron a la sintesis de 9 nuevos péptidos (Tabla R-1): 6 nuevos
derivados de Abpl, con la misma secuencia, pero con modificaciones y/o
sustituciones propuestas para mejorar sus propiedades bioldgicas (Abpl-Peptoide,
TAT-Abpl, Abpl-e6r, TAT-Abpl-e6r, Abpl-e6k, TAT-Abpl-e6k); 2 hexapéptidos
sintetizados para comprobar las hipotesis formuladas en los estudios
computacional y fisico-quimico (Abpl-p2a y Abpl-y3a) y un control negativo a

utilizar en todos los ensayos de caracterizacion (Sc, del inglés Scramble).

Tabla R-1: Derivados de Abp1

Modificacién - Nombre - Sustitucion Secuencia

0- Abp1l Ac-ppyawe-NH,

1- Abpl - Peptoide Ac-NproNproNtyrNalaNtrpNglu-NH,
2 2- TAT- Abpl Ac-GRKKRRQRRR-ppyawe-NH,
'§ 3- Abpl -eb6r Ac-ppyawr-NH,
S 4- TAT- Abpl -ebr Ac-GRKKRRQRRR-ppyawr-NH;
el s- Abpl -ebk Ac-ppyawk-NH;

6 - TAT- Abpl -ebk Ac-GRKKRRQRRR-ppyawk-NH,
w| 7- Abpl - -p2a Ac-payawe-NH,
Q control de estructura
o
el Abpl -vy3a
g 8- control de unién Ac-ppaawe-NH,
o Sc

3- control negativo Ac-pypaew-NH2

Letra mayuscula indica L-aminodcidos
Letra minuscula indica D-aminodcidos
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3.  Evaluacidn de la actividad de los derivados en Drosophila

La sintesis de los derivados de Abpl con las modificaciones elegidas y de los
controles se ha llevado a cabo en el laboratorio de Isabel Haro (Consejo Superior
de Investigaciones Cientificas — CSIC). Una vez obtenidos los péptidos, procedimos
a la evaluacidn de la mejora de su actividad bioldgica, analogamente a como se hizo
con Abpl, testando los derivados en el modelo muscular en Drosophila.

Siendo el tejido muscular uno de los mas afectados en pacientes de DM1, elegimos
un modelo desarrollado en nuestro laboratorio en el que la expresién de (CUG)aso
estd controlada por el promotor de la cadena pesada de la miosina (Mhc). Las
moscas recombinantes de esta linea (a las que nos referiremos como moscas DM1)
presentan muchos defectos moleculares, histolégicos y funcionales caracteristicos
de la enfermedad (Garcia-Lopez et al. 2008), cuyo rescate se puede utilizar para
evaluar la actividad de los compuestos a probar. Entre ellos uno de los fenotipos
mas evidentes es el estado atréfico de los musculos indirectos del vuelo (IFMs, del
inglés Indirect Flight Muscles) (Figura R-7). Los IFMs son lo mas parecido que hay en

————— ——CTGCTGCTGCTGCTGCTGCTG——— = = = = -

Control

Figura R-7. Modelo muscular de DM1 en Drosophila.

Imagen representativa de una seccion longitudinal de Drosophila en la que se pueden
observar los musculos indirectos del vuelo ubicados en el térax. En el modelo muscular de
DM1 en Drosophila usado en este trabajo, la expresion de las repeticiones (CUG)sg0 se
encuentra bajo el control del promotor de la cadena pesada de la miosina (Myosin Heavy
Chain, Mhc) y es dirigida especificamente a la musculatura somatica que incluye los
musculos indirectos del vuelo (IFMs). Esto provoca un fenotipo atréfico, que conlleva a la
reduccién de los paquetes musculares de las moscas DM1 (imagen a la derecha) con
respecto a moscas control (imagen a la izquierda).
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Drosophila a la musculatura esquelética humana (Taylor 2006), por lo tanto,
representan una herramienta perfecta para la evaluacion de defectos caracteristicos
de la enfermedad. El estado atréfico observado a nivel histoldgico se refleja a nivel
funcional en una capacidad motora reduciday a la pérdida de la capacidad de volar.
Ademas, en estas moscas se reproducen otros importantes aspectos de DM1,
especialmente la acumulacién nuclear de transcritos de expansiones, la regulacion
erronea del splicing y la disminucion de la funcidn de Muscleblind en los musculos
in vivo, debida a su retencién en el nucleo por parte de las repeticiones téxicas
(Garcia-Lopez et al. 2008).

Se pusieron cruces a 25°C y al momento de la eclosion se recogieron suficientes
individuos para llevar a cabo todos los experimentos planteados. Todas las moscas
se trataron durante 7 dias con 10 @M de cada compuesto disuelto en la comida.
Como controles se utilizaron moscas sanas (control) y moscas DM1 alimentadas con
comida normal y con comida suplementada con 0.1% de DMSO, respectivamente,

siendo este el disolvente de los compuestos.

3.1. Rescate del fenotipo de atrofia

El ensayo de evaluacidn del nivel de atrofia se llevé a cabo mediante el analisis de
secciones transversales del torax de moscas hembras de 7-8 dias de edad, tratadas
y control. Se embebieron en resina 10 tdrax por genotipo, se obtuvieron secciones
semifinas y en 5 de ellas analizamos el tamafo de los paquetes musculares
correspondientes a los musculos indirectos del vuelo. Tras la adquisicion de
imagenes con el microscopio y su procesamiento, se pudo observar que varios
tratamientos podian mejorar las condiciones de atrofia de los IFM, cuantificado
como un aumento del drea de cada paquete muscular (Figura R-8, panel a). En
concreto, una vez analizadas las imdgenes pudimos establecer que el tratamiento
con los derivados TAT-Abpl-e6r, Abpl-e6k, TAT-Abpl-e6k y Abpl-peptoide

produjo una mejora significativa de la atrofia a nivel histoldgico. Ademds, también
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se observd un aumento significativo del tamafio muscular en moscas tratadas con

el péptido Abp1-p2a (Figura R-8, panel b).
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Figura R-8. Evaluacion de los niveles de atrofia en Drosophila.

Secciones transversales (1.5 pm) de los IFMs de moscas Mhc-Gal4 (Sanas) y de moscas
Mhc-Gal4 UAS-CTGugo/TM6b (DM1) tratadas con 0,1% DMSO y de moscas DM1
alimentadas durante 7 dias con 10 uM de cada compuesto (a). Cuantificacion del
porcentaje de drea ocupado por los paquetes de los IFMs obtenida a través del analisis de
las imagenes adquiridas. Los datos obtenidos en las moscas alimentadas con los péptidos
se han comparado con los valores observados en moscas las DM1 (b).

Recordamos que este ultimo se habia disefiado como control de estructura, con la

intenciéon de establecer si la presencia de los dos residuos de prolina es necesaria
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para conservar el motivo estructural de PPIl y en consecuencia la actividad biologia
del péptido. El rescate del fenotipo atréfico tras el tratamiento con el péptido Abp1-
p2a sugiere que la segunda prolina no es indispensable para mantener el motivo

estructural de PPIl y la actividad bioldgica.

3.2. Rescate funcional

Las moscas DM1 presentan problemas locomotores y de vuelo como consecuencia
de las alteraciones moleculares e histoldgicas provocadas por la expresidén del RNA
toxico en la musculatura. Para poder estudiar de forma objetiva estos cambios, se
ha puesto a punto un ensayo de escalada y uno de vuelo, que se llevaron a cabo
para establecer si el rescate a nivel histoldgico de la atrofia alcanzado con alguno

de los péptidos se refleja en una mejora funcional.

3.2.1. Rescate funcional de escalada y de vuelo

Cuando se colocan en un espacio cerrado, las moscas siempre tienden a ir hacia
arriba debido a geotropismo negativo (Carpenter 1905; Hirsch 1959). Dicho
fenotipo caracteristico es muy util a la hora de evaluar las capacidades motoras de
las moscas, puesto que permite calcular su velocidad de escalada (Gargano et al.
2005).

El andlisis de los videos grabados durante el ensayo, evidencid ligeros cambios en
la movilidad de moscas tratadas con alguno de los péptidos con respecto a las no
tratadas. En concreto, las moscas tratadas con los péptidos TAT-Abp1, Abp1-e6k,
TAT-Abpl-e6k y con el Abpl en su forma de peptoide mostraron una ligera
tendencia a aumentar la velocidad con respecto a las tratadas con Abp1 lo cual, sin
embargo, no resulté ser significativo tras el analisis estadistico de los datos
obtenidos (Figura R-9, panel a). Asimismo, para la ejecucién y cuantificacion del
ensayo de vuelo se utilizaron machos de la misma edad y tratamiento. Tras la
ejecucién del ensayo se considerd tanto el nUmero de moscas caidas al fondo como

la altura de aterrizaje de las que se quedaron en las paredes. Del analisis de los
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datos obtenidos resulté evidente que ninguno de los tratamientos era suficiente

para restaurar la capacidad de vuelo (Figura R-9, panel b).
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Figura R-9. Evaluacion del rescate funcional.

Los ensayos funcionales se realizaron en moscas de siete dias alimentadas con 10 uM de
cada compuesto o con la cantidad correspondiente de disolvente. a. Para el ensayo de
escalada se utilizaron 30 machos por cada tratamiento y en la grafica se representa la
velocidad como distancia recorrida en 10 segundos. b. Para el ensayo de evaluacién del
vuelo se utilizaron 100 machos por cada tratamiento y los datos obtenidos tras el analisis
de las imagenes adquiridas estan representados en la grafica; una altura de aterrizaje
elevada refleja una buena capacidad de vuelo (moscas control); una altura de aterrizaje
reducida o la caida al suelo representan capacidad de vuelo reducida o ausente. Los datos
relativos a las moscas tratadas se han comparado con los de las moscas DM1.
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Cabe destacar que en el estudio previo de Abp1l en Drosophila, se utilizé un tipo de
tratamiento diferente ya que este se empezaba en estadio larval de la mosca. Esta
modalidad de tratamiento, de hecho, hace que la accién beneficiosa del péptido
sea concomitante con el desarrollo del tejido muscular. En el caso del tratamiento
de la mosca adulta, en cambio, se espera que los beneficios sean tales que mejoren
el estado de un musculo ya formado y con un defecto histolégico y funcional
evidente. En esta ocasidn quisimos que las condiciones de tratamiento fuesen mas
restrictivas ya que nuestro objetivo era seleccionar moléculas que tuvieran una

actividad notablemente mejorada.

4. Evaluacion de la actividad en un modelo celular humano

4.1. Liberacién de MBNL1

En la transicion de un estudio in vivo (modelo en Drosophila) al estudio en un
modelo celular humano, nos encontramos con la necesidad de establecer cudl era
la concentracién éptima de compuesto para llevar a cabo los experimentos
planteados. Para ello decidimos proceder con un ensayo de respuesta a dosis en el
gue probamos todas las nuevas versiones de Abpl a cuatro concentraciones (0.1
EM, 1 BM, 10 BIM y 100 EM). Debido al elevado nimero de trabajos que evidencian
la importancia de su papel en la enfermedad, elegimos la retencién de la proteina
MBNL1 en el nlcleo como pardmetro caracteristico de la distrofia miotdnica a
mejorar (Lee and Cooper 2009; Lee et al. 2013; Sznajder et al. 2016).

En primer lugar, se diferenciaron los fibroblastos a mioblastos durante 4 dias, ya
gue en este tipo celular los niveles de expresion de la proteina son mayores con
respecto a los de los fibroblastos. A mitad del proceso de diferenciacion (dia 2) se
sustituyd el medio por medio de diferenciacion fresco suplementando con los
diferentes compuestos o el porcentaje de DMSO correspondiente. A continuacion,

se procedié con una tincion inmunofluorescente de MBNL1 y se utilizo el
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microscopio automatico InCell Analyzer para la adquisicién de imagenes y un
programa de analisis asociado para la cuantificacion objetiva del aumento de sefial
nuclear de la proteina.

El ensayo se repitid a 24, 48 y 72 h de incubacion con los compuestos. Los datos
obtenidos tras 24 h de incubacién no evidenciaron ningtin cambio significativo; por
otro lado, tras 72 horas resultd evidente un efecto téxico seguramente debido al

DMSO presente en el medio (datos no mostrados).
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Figura R—10. Evaluacion de los niveles nucleares de MBNL1 en células DM1.
Representacion grafica de los datos obtenidos del analisis computarizado de imagenes
inmunofluorescentes. Mioblastos DM1 tratados con los diversos compuestos, con DMSO
y no tratados (medio) se incubaron con un anticuerpo anti-MBNL1, se hizo una tincién
inmunocitoquimica y las imagenes se adquirieron con el microscopio InCell-Analyzer. Los
niveles de la sefial fluorescente relativa a MBNL1 presentes en el nucleo se analizaron con
un programa especificamente configurado. Los datos relativos a las diferentes
concentraciones de Abp1 han sido comparados con los de las células tratadas Unicamente
con DMSO. Los datos relativos a los valores observados en células tratadas con los
péptidos derivados, han sido comparados con los de células tratadas con Abp1 a la misma
concentracion.

Por estas razones se eligid 48 h como tiempo de incubacion eficaz. Ademas, la
elevada resolucion del microscopio InCell Analyzer evidencid, en este conjunto de
datos, ligeros pero significativos aumentos de intensidad de la fluorescencia

relativa a MBNL1 en el nucleo. En particular, llamd la atencion el hecho que a la
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concentracién de 10 @M el tratamiento con todos los derivados, excluido TAT-Abp1,
producen un aumento significativo de MBNL1 en el nucleo si es comparado con el
tratamiento con Abp1l (Figura R-10). Por lo tanto, decidimos comprobar si este
aumento era suficiente para producir otros cambios aguas abajo en el mecanismo

de patogénesis de la distrofia miotdnica.

4.2. Rescate de eventos de splicing tipicamente alterados en DM1

Una de las principales funciones de las proteinas pertenecientes a la familia MBNL
es la de regular el patrén de splicing de numerosos mRNAs. En concreto, MBNL1 es
responsable de la transicién de un patron de splicing del mRNA que genera las
isoformas fetales o adultas de una elevada cantidad de transcritos. En DM1 la falta
de su funcién hace que se sigan produciendo las isoformas fetales de dichas
proteinas en la etapa adulta, lo cual esta directamente relacionado con algunos de

los sintomas de la enfermedad.
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Figura R—11. Evaluacion de splicing tras el tratamiento con los derivados de Abp1.
La evaluacion de la actividad en células DM1, estudiando el cDNA de mioblastos DM1
tratados y control. Se eligieron dos eventos de splicing tipicamente alterados en DM1
y ambos dependientes de MBNL1. Tanto en el caso de la exclusién del exdn 5 del gen
CTNT (a) como en el caso de la inclusidon del exén 11 del gen BIN (b) ninguno de los
péptidos provoco un rescate tras 48 h de incubacion.
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Con la intencion de comprobar si el aumento de MBNL1 observado fuese suficiente
para rescatar los sucesos de splicing alterados, elegimos dos eventos a probar: la
inclusion del exdn 5 del gen cTNT (Philips et al. 1998) y la exclusién del exdn 11 del
gen BIN (Fugier et al. 2011). Se trataron las células con las condiciones
preestablecidas (incubacion con 10 @M de cada compuesto durante 48 h, tras 4 dias
de diferenciacion), se recogio y retrotranscribié el RNA y se analizaron los productos
de PCR calculando el porcentaje de inclusién del exén de interés. Aunque se
llegaron a observar pequefios cambios, ninguno de ellos resultd ser significativo
tras el analisis estadistico de los datos. Probablemente los pequefios aumentos de
los niveles de MBNL1 en el nucleo, observados en el ensayo anterior, no son
suficientes para causar una mejora de los defectos en el control de splicing

alternativo (Figura R-11).
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Il. Estudio de la actividad de hexapéptidos con secuencias relacionada
con Abpl

Como ya se ha mencionado en la introduccidn, la deconvolucion final del rastreo
en Drosophila de la quimioteca de hexapéptidos, llevo a la seleccidn y sintesis de
16 péptidos de secuencia relacionada. Entre ellos, Abp1 fue el que destaco por ser
el mds prometedor por rescatar varios fenotipos de DM1 tanto en mosca como en
ratény por eso fue elegido para profundizar el estudio de su potencial como terapia
anti-DML1. Sin embargo, Abp1l no fue el Unico en producir un rescate del fenotipo
estudiado, siendo el rescate producido por los otros péptidos menor pero todavia
significativo. Esto, junto con el parecido de las secuencias nos hizo suponer que
podia existir alguna conexién con la actividad bioldgica de los compuestos y que
profundizar el estudio de los otros 15 péptidos podria proporcionar datos
relevantes (Tabla R-2, adaptada de Garcia-Lopez et al. 2008, material

suplementario).

Tabla R-2: Lista de hexapéptidos obtenidos por deconvolucién de la quimioteca

Secuencia Concentracion testada Tratadas nacidas/control nacidas

79 Ac-cpyage-NH, 80 uM 03
80  Ac-cpyawe-NH, 80 uM -
81 Ac-cpytge-NH, 80 uM 0.8
82 Ac-cpytwe-NH, 62 uM -
83 Ac-cqyage-NH, 25 uM 2
84  Ac-cqyawe-NH, 25 uM -
85 Ac-cqytge-NH, 80 uM 1.4
86 Ac-cqytwe-NH, 57 uM 0.9
87 Ac-ppyage-NH, 80 uM

(Abp1) 88 Ac-ppyawe-NH, 80 uM
89 Ac-ppytge-NH, 80 uM 0.8
20 Ac-ppytwe-NH, 80 uM 3
91 Ac-pgyage-NH, 80 uM 0.8
92 Ac-pgyawe-NH, 40 uM 1.8
93 Ac-pgytge-NH, 40 pM 05
94  Ac-pgytwe-NH, 38.5 uM 0.4

"-"indica que el nimero de hembras emergidas fue de 0 en tubos tratados y controles
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1. Evaluacion de la actividad en un modelo celular

Estudiando el conjunto de datos obtenidos hasta el momento y evaluando las
mejoras de la actividad anti-DM1 alcanzadas por los péptidos modificados, era
evidente que la falta de actividad en el modelo mamifero seguia constituyendo el
mayor impedimento para sobrepasar las limitaciones de la actividad de Abp1l. Por
lo tanto, para la evaluacidn de la actividad de los 15 péptidos con secuencia
parecida a Abpl decidimos empezar directamente con los ensayos en modelo

celular humano (Arandel et al. 2017).

1.1. Rescate de eventos de splicing alterados en DM1

Tras haber tratado las células siguiendo el mismo protocolo usado para el estudio
de los péptidos derivados, procedimos a la extraccién del RNA vy su
retrotranscripcion. El cDNA asi obtenido se utilizé para la evaluacion de dos sucesos
de splicing regulados por la proteina MBNL1: cTNT como suceso de exclusién y BIN
como suceso de inclusién (Figura R-12, panel a). Los resultados obtenidos tras el
analisis de los productos de PCR demostraron que los péptidos 79, 80, 81, 82,91y
92 eran capaces de rescatar de forma significativa el splicing del gen cTNT, pero no
el de BIN (Figura R-12, paneles b y c). A su vez, los péptidos 83, 84, 85, 86, 87, 89,
90, 93 y 94 produjeron un rescate del procesado del gen BIN alrededor del 100%,
empeorando por otro lado el procesado del gen cTNT (Figura R-12 paneles b. y c.).
Estos datos fueron inesperados, no solo porque por primera vez observdbamos una
mejora de un fenotipo caracteristico de DM1 en el modelo celular humano tras el
tratamiento con los péptidos en estudio, sino también porque la actividad anti-DM1
parecia estar firmemente vinculada con la secuencia de los péptidos ya que grupos
de péptidos de secuencia parecida eran capaces de provocar el rescate de un
evento de splicing, pero no de otro y viceversa. Con la intencién de aclarar este
asunto decidimos obtener mas datos ampliando el nimero de eventos de splicing

observados. Extendimos el estudio con el andlisis de otro suceso de splicing
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regulado por MBNL1, en concreto del exén 79 del gen DMD (Figura R-12, panel d),
y otros dos, ADD y SPTAN1, regulados por la proteina MBNL2 (Figura R-12, panel e
y f) (Charizanis et al. 2012). Andlogamente a los resultados obtenidos previamente,
se observaron rescates significativos en los tres sucesos, producidos por péptidos
diferente y que confirmaban, ademads, la posible division en subgrupos de los

péptidos vinculados la actividad bioldgica de cada uno de ellos con su secuencia.

5

cTNT

% of inclusion exon 5
coBE8883888

o
2.

50 BIN

caB8E5833888

T

% de inclusion exon 11
% of inclusion exon 79

o

% deinclusidn exon23
coBB5833888

% de inclusién exon 15

P N2 Y8528 5923
~ @ 0 © o LI - - - - -

Figura R—12. Evaluacion de splicing tras el tratamiento con los péptidos relacionados a
Abpl.

Estudio de los efectos de los diferentes tratamientos sobre 5 eventos de splicing
tipicamente alterados en DM1 y de los que se muestran imagenes representativas (a). En
las graficas se representan los porcentajes de inclusion del exén 5 del gen cTNT (b), del
exon 11 de BIN (c) y del exon 79 del gen DMD (d) controlados por MBN1. Ademas, se
analizé la inclusion del exon 15 del gen ADD1 (e) y el exdn 23 del gen SPTAN-1 (f), ambos
regulados por la proteina MBNL2. Para el andlisis de los datos el valor de inclusion
obtenido por cada péptido se ha comparado con el valor relativo a DM1.
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1.2. Evaluacion de los niveles de expresion de MBNL1 y MBNL2
El aumento de las concentraciones de MBNL1 y MBNL2 durante la diferenciacién
terminal del musculo humano induce un cambio en el patron de splicing de varios
genes promoviendo el paso de isoformas fetales a adultas en los mRNAs
(Fernandez-Costa et al. 2011; Han et al. 2013; Konieczny et al. 2014). En DM1 la
retencién de las proteinas MBNLs a nivel nuclear por parte de los RNAs portadores
de las expansiones CUG altera esta transicion provocando la espliceopatia. Por lo
tanto, siendo la proteina MBNL1 y su pardlogo MBNL2 los responsables directos de
la regulacion de los eventos de splicing analizados, decidimos averiguar si los
cambios observados ocurren como consecuencia de las variaciones en la expresion

de los dos genes de interés.
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Figura R—13. Variacion de los niveles de expresién de MBNL1 y 2 en respuesta al
tratamiento.

Resultados obtenidos por RT-qPCR, que demuestran variaciones en los niveles de
expresion relativa de ambos genes estudiados, en respuesta al tratamiento con péptidos
si comparados con los niveles de expresion observados en células DM1 incubadas con
DMSO. Los péptidos 79, 81, 81, 82 y 92 suben los niveles de expresién de MBNL1 (a); Los
péptidos 79, 81, 91, 92 y 93 suben la expresion relativa de MBNL2 (b). Se evidencian con
morado claro las barras relativas a los péptidos que reducen significativamente los niveles
relativos de los transcritos.

Tras la cuantificacion de los niveles de mRNA por PCR cuantitativa, pudimos
observar que al tratamiento con los péptidos 79, 80, 81 y 82 corresponde un

aumento en los niveles de expresiéon de MBNL1 en casi dos veces y que el péptido
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92 produce un aumento pequefio pero estadisticamente significativo (Figura R-13,
panel a).

En el caso del gen MBNL2, por otro lado, fueron los péptidos 92 y 93 los que
provocaron el mayor aumento, seguidos por los péptidos 79, 81 y 91 que también
producen un aumento significativo, aunque mas limitado (Figura R-13, panel b).
En cuanto a los otros péptidos, cabe destacar que el péptido 94 produjo una
disminucién significativa de la expresién relativa de MBNL1. Ademas, tras el
tratamiento con los péptidos 83, 84, 85, 89 y 90 se pudo observar una tendencia a
disminuir los niveles de expresiéon de ambos genes que en algun caso llegd a ser

estadisticamente significativa (Figura R-13, paneles ay b).

2.  Seleccidén de cuatro péptidos y estudio de su actividad anti DM1

Tras esta primera tanda de experimentos nos encontramos con un conjunto de
resultados muy prometedores, ya que por primera vez se observd una actividad
anti-DM1 significativa en el modelo celular humano. Sin embargo, la interpretacion
de los datos no fue univoca debido a la heterogeneidad de los efectos producidos
por cada péptido. Lo que si resulté evidente fue que la actividad de los péptidos
estd relacionada con su secuencia aminoacidica ya que hexapéptidos con solo uno
o dos aminodcidos diferentes producen los mismos rescates. Para simplificar el
analisis recopilamos todos los datos (Tabla R-3) e intentamos agrupar péptidos con
actividad y secuencias similares.

Considerando todo el conjunto, los datos que nos parecieron mas relevantes fueron
los relativos a los primeros 7 péptidos, de 79 a 85 (resaltado en verde en la Tabla R-
3).

Sin embargo, estos péptidos pueden ser repartidos en otros dos subgrupos segun
sus efectos. En el caso de los compuestos 79-82 (resaltado en verde oscuro en la

Tabla R-3) el aspecto que inmediatamente resulté de mucho interés fue la
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presencia de una sola prolina en la regidn inicial de los 4 péptidos. En este sentido
hay que recordar que, en el marco del estudio computacional, la actividad de Abp1
habia sido anteriormente relacionada con su estructura secundaria caracterizada
por el motivo PPIl (apartado 1.3.1), y que este esta conservado en los péptidos 79-
82 a pesar de la sustitucion del primer residuo de prolina con uno de cisteina (Figura
R-4, panel d). Ademas, el estudio de la actividad bioldgica del péptido control de
estructura (Abp1-p2a) en el modelo atréfico en mosca, habia dado prueba de que
la falta de una de las dos prolinas mejora la capacidad de rescatar este fenotipo con
respecto a Abpl (Figura R-8). Finalmente, los péptidos 79, 80, 81 y 82 destacaron
también en la evaluacién de su actividad en el modelo celular humano de DM1 por
producir el rescate de tres eventos de splicing y por su capacidad de duplicar la

cantidad de mRNA de MBNL1 y 2.

Tabla R-3: Secuencia y actividad de los péptidos relacionados con Abp1

MBNL1 MBNL2
Nombre Secuencia Exclusion Inclusién Inclusidn aPCR
¢NT | BIN | pmp | ADD |spTAN1| MBeNL1 | mBNL2
79 c y lae v - N4 - v 0 0
80 c y w|e v - v v 0 -
81 c y|t|afe v - v - v 0 0
82 clp|v[t]|w]|e v - v - v 0 -
83 claly (afe - v v v v - N
84 clqlfy wle - v V4 v v - )
85 cla|y|t|a]e - v v v v J 4
86 claglylt|w]e - v - v - - -
87 p y la|e - v - N - - -
88 (Abpl)| p y wle - - - - - - -
89 p y|tlale - v - - - J J
90 plp|y|t|w]|e - v - v - J -
91 plaly (afe v - - - v - 0
92 plaly w|e v - - - v 0 0
93 plaly|t|a]e - v - - - - 0
94 plaly|t|w]|e - v - v - J -
V:efecto positivo; - :ningun efecto positivo; T:sube la expresion; < :bajala expresion

Por otro lado, los péptidos 83, 84 y 85 (evidenciados con verde claro en la Tabla R-

3) rescataron hasta cuatro de los cinco eventos de splicing analizados, provocando,
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sin embargo, una inesperada disminucidn de los niveles de expresion relativa de los
transcritos de MBNL2 en el caso de los péptidos 83 y 84 y de MBNL1 y 2 en el caso
del péptido 85.

En los ultimos afios han sido publicados muchos trabajos en los que se propone el
aumento de la expresion de MBNL1 como posible terapia para la Distrofia
Miotdnica (Cerro-Herreros et al. 2016; Wagner et al. 2016; Zhang et al. 2017; Cerro-
Herreros et al. 2018). Entre los diferentes enfoques planteados hasta la fechay la
diversidad de estrategias propuestas en la literatura, el uso de un hexapéptido
como modulador positivo de MBNL es algo definitivamente muy novedoso ademas
que técnicamente viable.

Por todas estas razones decidimos focalizar nuestra atencién sobre un estudio mas
detallado de los cambios producidos por el tratamiento de las células con los
péptidos 79, 80, 81 y 82 y en la determinacion de su mecanismo de acciéon (MOA)
deduciendo en base a todo lo hasta aqui descrito, que este debia de ser diferente

con respecto al mecanismo de accion de Abp1.

2.1, Especificidad de la actividad observada y toxicidad de los péptidos

Como primer paso decidimos comprobar que la actividad de los péptidos
seleccionados fuese especifica para DM1 y que no se tratase de una modulacion
general del splicing.

Para esto realizamos dos tipos de pruebas: por un lado, examinamos el gen CAPZB,
cuyo procesado se encuentra tipicamente alterado en DM1 siendo dependiente de
la proteina reguladora CELF1, y el gen DLG1 que no sufre cambios en DM1 (Figura
R-14, paneles a, b y c). Afiadimos a la evaluacion el péptido 89 como control
negativo y el andlisis de los datos obtenidos no evidencié ningin cambio. Por otro
lado, quisimos asegurarnos que la actividad de los péptidos esta restringida a
células DM1. Para eso sembramos células control y las diferenciamos como

anteriormente descrito y las incubamos durante dos dias con el péptido 80 (elegido
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como ejemplo de los 4 péptidos). Seguidamente extrajimos el RNA y utilizamos el
cDNA asi obtenido para la evaluacién de los splicing de los genes cTNT y SPTAN-1
(Figura R-14, paneles d, e y f) y una vez mas no se produjo ninguna variacion.

Por lo tanto, pudimos establecer que la actividad de los péptidos 79, 80, 81 y 82
esta fuertemente vinculada a la de las proteinas MBNL y a la presencia en la célula
de las repeticiones CUGs ya que sus efectos se limitan a eventos de splicing
regulados directamente por MBNL1 y 2 y que desaparecen si utilizados para tratar

células control.
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Figura R-14. Ensayos para caracterizar la especificidad de la actividad de los péptidos
seleccionados.

La evaluacion del evento de splicing del gen CAPZB, dependiente de la proteina CELF1 y el
del gen DLG1, que no sufre modificaciones en DM1, se utiliza para confirmar correlaciéon de
la actividad anti-DM1 de los péptidos seleccionados con MBNL1 (a y b). Después del
tratamiento con los cuatro péptidos, no se registra ninguna actividad en ambos eventos
estudiados (c). El tratamiento con el péptido 80 de células sanas no produce algiin cambio
en los eventos de splicing de los genes cTNT y SPTAN-1 (d, e y f). Ensayo de toxicidad
realizado tratando fibroblastos DM1 con concentraciones creciente de cada péptido (10 uM,
50 uM, 75 uM y 100 uM). No se detectd ningun efecto negativo incluso a una concentracion
4 veces mayor que la dosis efectiva (g).
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Antes de seguir con la caracterizacion de la actividad de los péptidos seleccionados
averiguamos su toxicidad en mioblastos DM1 utilizando concentraciones hasta 10
veces superiores a la utilizada en los ensayos, y no se observé ningun efecto toxico

(Figura R-14, panel g).

2.2. Liberacion de MBNL1 en el citoplasma y niveles de proteina

A continuacion, decidimos investigar otros aspectos caracteristicos de la
enfermedad que concurren para comprometer la correcta funcionalidad de MBNL.
Puesto que la interaccién de la proteina con las repeticiones tdxicas y su
consecuente retencidén nuclear esta entre los fenotipos mas caracterizados y que
mas claramente obstaculiza su funciéon, ejecutamos un ensayo de
inmunofluorescencia para visualizar la proteina en mioblastos tratados con los
péptidos seleccionados. Como era esperado, la seiial relativa al anticuerpo anti-
MBNL1 marcado con fluoresceina es elevada, difusa y prevalentemente
citoplasmdtica en los mioblastos sanos, mientras que en mioblastos DM1 se
observa una sefial muy reducida y casi completamente nuclear, ademas de
concentrada en puntos concretos debido a su secuestro en los foci ribonucleares
(Figura R-15, paneles a).

En las imagenes adquiridas en los pocillos con mioblastos tratados se observo, en
todos los casos, un evidente aumento tanto de la sefial citoplasmatica como de la
nuclear y en el caso de los péptidos 80 y 81 la localizacion nuclear de la proteina de
interés parecié ser mas difusa en vez que acumulada en foci (Figura R-15, paneles
79, 80, 81 y 82). A continuacidn, quisimos averiguar si este aumento de sefial era
debido a una redistribucidn de la proteina o bien a un aumento de la cantidad total.
Como fue demostrado anteriormente, los cuatro péptidos producen un aumento
de la expresion relativa del mRNA de MBNL1 (Figura R-13), por lo que procedimos

a confirmar si dicho aumento se observaba también a nivel de proteina. El
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experimento de Western Blot evidencié una tendencia de aumento en todos los

casos, que llegd a ser significativa para los péptidos 80 y 81 (Figura R-15, panel b).

expresion relativa a

CNT DM1 79 80 81 82

R e ———r——

ﬁ-a:tin‘.—_ S — —‘

Figura R-15. Efectos de los péptidos seleccionados sobre la proteina MBNL1.

Deteccion de la proteina MBNL1 con un anticuerpo fluorescente. En los mioblastos
control, la sefal relativa a MBNL1 (verde) es alta y esta distribuida homogéneamente
entre el nucleo (en azul, tincion con Hoechst 33342) y el citoplasma (CNT). En los
mioblastos DM1 la sefial es muy reducida y esta presente casi exclusivamente en el nucleo
concentrado en puntos discretos (DM1). El tratamiento con los 4 péptidos seleccionados
produce en mioblastos DM1 un notable aumento general de la sefial. En el caso de
péptidos 80 y 81 la cantidad de proteina MBNL1 asociada a los foci en el ntcleo parece
reducida. El ensayo de western blot ha evidenciado un aumento de MBNL1 a nivel de
proteina significativo para los péptidos 80y 81 (b).

2.3. Disminucion del numero de foci ribonucleares

Visto el sutil aumento de los niveles de proteina tras el tratamiento con los
péptidos, contemplamos la posibilidad de que los rescates observados podrian
tener como causa principal algun otro cambio aguas arriba en el patréon de la
enfermedad. Por lo tanto, decidimos proceder con la evaluacion de cambios en el
numero de foci en células tratadas. Utilizando esta vez una técnica de hibridacion
in situ con sonda fluorescente (FISH), en la que los foci ribonucleares se pueden
visualizar como puntos rojos en el nucleo de las células de DM1 mientras que estan

totalmente ausentes en las control (Figura R-16, panel a).
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Para obtener un dato mas objetivo y aumentar considerablemente el nimero de
células analizadas utilizamos el microscopio InCell Analyzer y un programa de

analisis asociado para su cuantificacion.

a.

b. c

*hk

n® de foci por célula
% Células sin foci

Expresion relativa DMPK

Figura R-16. Efecto del tratamiento con los péptidos seleccionados sobre los foci
ribonucleares.

La deteccion de los foci se hizo mediante hibridacién in situ (FISH) de las repeticiones
toxicas y una sonda complementaria marcada con un fluoréforo. En las imagenes
representativas podemos observar los ntcleos coloreados con HOECHST (azul) y los foci
ribonucleares en el nucleo celular (rojo) (a). La cuantificacion muestra que el nimero de
foci por célula disminuye después del tratamiento con los cuatro péptidos (b) y que
también aumenta el porcentaje de nucleos sin foci observados (c). Los niveles de
expresion del gen DMPK se analizaron por gPCR y no mostraron alteraciones significativas
debido al tratamiento con péptidos (d). Los péptidos 89 y Sc, usados como control
negativo, no producen cambios significativos en ninguno de los parametros analizados.

De esa forma conseguimos una estimacién de diferentes parametros: entre ellos,

el niumero de células por pocillo, el tamafio medio de los foci y su intensidad (datos
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no mostrados), que se mantuvieron invariables. Sin embargo, el nimero de foci por
célula resulto significativamente disminuido en las células tratadas con todos los
péptidos seleccionados (Figura R-16, panel b) y el porcentaje de células sin foci
subié marcadamente en el caso del péptido 79 y de forma mas reducida en caso de
los péptidos 80 y 81, sin alcanzar un aumento significativo tras el tratamiento con
el péptido 82 (Figura R-16, panel c). Por ultimo, la cuantificacion por PCR
cuantitativa de la expresién del gen DMPK mutado, nos permitid excluir que la
reduccidn del nimero de foci por célula fuera una consecuencia de una disminucion
de mRNA tdxico transcrito, ya que en ningun caso se observaron cambios (Figura R-

16, panel d).

2.4. Mejora en la diferenciacién muscular

Entre los fenotipos caracteristicos de DM1 y directamente relacionados con los
defectos musculares, se incluye la maduracién tardia de miotubos primarios
(Furling et al. 2001; Buj-Bello et al. 2002). Dicho fenotipo, se puede visualizar como
un retraso en la formacion de miotubos tras la induccién del proceso de
transdiferenciacién de fibroblastos a mioblastos y se puede corroborar a través de
la evaluacidn de las diferencias en el indice de fusidon que existen entre células
control y células DM1. Este pardmetro calcula el nimero de células multinucleadas
(células con dos 0 mas nucleos) dividido por el nimero total de nucleos de células
gue expresan desmina, siendo esta un marcador de diferenciacion. Asimismo, tras
haber incubado con medio de diferenciacién miogénica (MDM) tanto fibroblastos
control como DM1 durante cuatro y siete dias, mientras que a la vez se les trataba
con los péptidos durante 48 horas, llevamos a cabo una tincidon con un anticuerpo
anti-desmina y procedimos al recuento de los nucleos.

Una vez analizadas las imagenes adquiridas pudimos apreciar que a los cuatro dias
de incubacion con MDM el estadio de la diferenciacion seguia inalterado (datos no

mostrados); en cambio a los siete dias de diferenciacion (Figura R-17, panel a), el
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porcentaje de células DM1 positivas para desmina (indice de diferenciacién) era
significativamente superior tras el tratamiento con los péptidos 79 y 81 (Figura R-
17, panel c¢). A pesar de esto, evaluando el indice de fusiéon, vimos que este no sufrié
ningln cambio positivo; de hecho tras el tratamiento con lo péptidos 81 y 81 se

observa una ligera reduccién de las células multinucleadas (Figura R-17, panel b).
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Figura R-17. Inmunodeteccion de mioblastos que expresan desmina.

Imagenes representativas de la inmunodeteccion de mioblastos positivos para desmina,
gracias al uso de un anticuerpo anti-Desmina, en las que se puede apreciar la diferencia
entre el estado de las células de control y el de la célula DM, después de 7 dias de
diferenciacion. Después del tratamiento con los péptidos parece haber un aumento en la
sefal relacionada con la proteina (verde) (a). El analisis de los datos muestra que el
porcentaje del indice de fusion no aumenta en ninguno de los casos (b), pero el
tratamiento con los péptidos 79 y 81 provoca un aumento significativo en el nimero de
células que expresan desmina (c).
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2.5. Reduccion de marcadores de autofagia
Un estudio reciente que se llevd a cabo en nuestro laboratorio, demostré que los
mioblastos DM1 presentan niveles de autofagia aumentados y que la inhibicion
tanto de este proceso molecular como de la apoptosis, resultan en una mejora del
fenotipo de atrofia (Bargiela et al. 2015). Se comprobd, ademads, que el fenotipo de
pérdida muscular podria ser rescatado en Drosophila a través de la inhibicién o el
silenciamiento de genes reguladores de la autofagia y de la apoptosis, entre los

cuales también se encuentra el gen muscleblind.

Figura R—18. Visualizacion de vesiculas lisosomales como marcador de autofagia.
Tincion de vesiculas lisosomales con el colorante Lysotracker. En las imagenes
representativas se puede ver coémo la sefial relacionada con las vesiculas (rojo) esta casi
ausente en las células de control (CNT), mientras que es extremadamente evidente en las
células DM1 (DM1) donde se ven concentradas en el area perinuclear. Los nucleos estan
coloreados con Hoechts (azul). Solo en el caso del péptido 80 se puede observar una
disminucién general en la seial, mientras que en el caso de los péptidos 81y 82 la cantidad
de células con sefal reducida parece aumentar (flechas blancas).
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Por lo tanto, empleamos un colorante especifico para las vesiculas lisosomales para
una evaluacion rapida y sencilla de los niveles autofagicos de nuestros fibroblastos
tratados. Solamente en el caso de las células tratadas con el péptido 80 se registrd
una disminucién evidente de las vesiculas autofagicas presentes alrededor de los
nucleos, aproximandose bastante a la situacidon presente en células control. En
cuanto a los péptidos 79, 81 y 82 seguian visibles numerosas vesiculas, aunque
también incrementd el nimero de células sin vesiculas con respecto a las muestras

DM1 sin tratamiento (Figura R-18).

3.  Evaluacion de la actividad en un modelo de DM1 en Drosophila

El retraso en el proceso de diferenciacién muscular y los niveles aumentados de
autofagia se encuentran entre los fenotipos que causan la atrofia muscular
caracteristica de la enfermedad. Puesto que el tratamiento con los péptidos
producia cambios positivos, aunque leves, en ambos aspectos, quisimos averiguar
si eran suficientes para conseguir una mejora de la atrofia. Para ello, se probaron
los péptidos seleccionados en el modelo muscular de DM1 en Drosophila
considerando que el ensayo in vivo ademds nos proporcionaria informacion

importante sobre la toxicidad y la actividad de nuestros compuestos.

3.1. Rescate del fenotipo de atrofia

Las moscas se alimentaron durante los 7 dias tras el nacimiento con comida
suplementada con 10 uM de cada péptido y pasado ese tiempo se recogieron sus
térax y fueron procesados para la inclusién en resina y sucesivamente cortados en
secciones transversales. Se adquirieron imagenes de los paquetes musculares y se
cuantificod el area del tejido de interés (Figura R-19). El analisis de las imagenes
reveld que los cuatro candidatos provocaban un rescate significativo del drea

muscular, acercandose mucho a los valores observados en moscas sanas en el caso
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de los péptidos 80, 81y 82. El tratamiento con el péptido 89, utilizado como control

negativo, no produjo ningln cambio.
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Figura R-19. Evaluacion de los niveles de atrofia en Drosophila.

Secciones transversales (1.5 um) de los IFMs de moscas Mhc-Gal4 (Control) y de moscas
Rec2 tratadas con 0,1% DMSO (DM1) y de moscas DM1 alimentadas durante 7 dias con
10 uM de cada compuesto. En la grafica se muestra la cuantificacién del area ocupada por
los paquetes musculares de los musculos indirectos del vuelo. Los cuatro péptidos
producen un aumento estadisticamente significativo del tamafo de los musculos siendo
comparados con los de las moscas DM1.

3.2. Rescate funcional de escalada y de vuelo

A la luz de lo anteriormente expuesto quisimos averiguar si esa excelente
recuperacion de tejido se reflejaba también en la posibilidad de recobrar
funcionalidad muscular. Para eso recurrimos a los ensayos funcionales de escalada
y de vuelo en los que anteriormente, durante el testeo de los derivados de Abp1l,
no se habia conseguido ninglin cambio favorable.

Por esta misma razén, decidimos en este caso mantener el protocolo de la prueba
sin variar, eligiendo por otra parte una forma diferente de tratar las moscas.
Brevemente, las moscas empezaron a ser alimentadas con los péptidos a partir de
su estadio larval L1 en vez que después de la eclosion. Con esto nuestra intencion

era que la accidn beneficiosa de los compuestos pudiera acompaiiar todas las fases
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del desarrollo en vez que actuar directamente sobre un musculo adulto ya
comprometido. Empezamos en primer lugar con el ensayo de escalada en el que se
observé un incremento indudable de la velocidad de las moscas tratadas con los
cuatro péptidos, aunque fue con el péptido 82 que se observd el maximo progreso
(Figura R-20, panel a).

Cabe destacar el resultado obtenido tras el tratamiento de las moscas con los
péptidos de control negativo Sc (scramble) y 89. Si bien en los anteriores
experimentos el tratamiento con estos dos péptidos no habia producido ningun
efecto, en el caso del ensayo de escalada se pudo observar un aumento significativo
de la velocidad de las moscas DM1 tratadas con el péptido Sc y 89 con respecto a
moscas DM1 no tratadas. Aun asi, la mejora obtenida tras el tratamiento con los
péptidos seleccionados (excepto el péptido 79) es significativamente mayor con
respecto a la del péptido control, como demuestra el andlisis estadistico de los
datos.

Observando los datos representados en la grafica de la Figura R-19 se puede
apreciar que el tratamiento con los péptidos control se refleja, a nivel histolégico,
en una leve tendencia hacia la mejora del fenotipo atréfico. Una posible explicacion
para estos resultados es que en mosca exista un efecto positivo debido Unicamente
a la quimica de los hexapéptidos y no a su secuencia.

En cuanto al ensayo de vuelo, en este caso el tratamiento con el péptido 82 produjo
un marcado aumento del porcentaje de moscas capaces de volar. En la grafica
obtenida tras el andlisis de la altura de aterrizaje se puede apreciar un leve aumento
con respecto a los datos relativos a las moscas DM1 sin tratamiento, aunque este

no llega a ser estadisticamente significativo (Figura R-20, panel b).
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Figura R-20. Evaluacion del rescate funcional de las capacidades de escalada y de vuelo.
Los ensayos funcionales se realizaron con moscas de siete dias alimentadas con 10 uM de
cada compuesto o con la cantidad correspondiente de disolvente. Para el ensayo de
escalada se utilizaron 30 machos por cada tratamiento y en la gréafica se representa la
velocidad como distancia recorrida en 10 segundos; las moscas alimentadas con los 4
péptidos presentan un aumento de la velocidad significativo con respecto a las moscas
DM1 (a). Para el ensayo de evaluacion del vuelo se utilizaron 100 machos por cada
tratamiento y los datos obtenidos tras el andlisis de las imagenes adquiridas muestran una
tendencia a una mejora que no llega a ser significativa; en correspondencia de cada barra
se afiade el porcentaje de moscas capaces de volar (que no caen al suelo) con cada

tratamiento (b).
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Ill. Estudio del mecanismo de accidon de los péptidos

Como ultima fase de este trabajo, nos propusimos estudiar el mecanismo de accidn
de los compuestos seleccionados. De hecho, esta tarea es de vital importancia
tanto para seguir con la caracterizacion de los efectos anti-DM1 de los compuestos
como para la identificacidén de posibles nuevas dianas terapéuticas y estrategias de

tratamiento.

1. Interaccion de los péptidos con las repeticiones toxicas

En primer lugar, queriamos centrar nuestra atencién en las posibles modalidades
de interaccidn entre nuestros compuestos y el RNA. El motivo de esta decisidn
radica en el hecho de que durante el estudio de Abp1 se establecid que su actividad
anti-DM1 se debia a la capacidad del péptido para interaccionar con el RNA téxico
y estabilizarlo en su conformacidn de cadena sencilla. Dada la similitud entre la
naturaleza y la secuencia de Abpl con la de nuestros compuestos, era logico
suponer que las moléculas podrian actuar a través de un mecanismo de accion igual
o, por lo menos, similar. Ademds, también los resultados observados en el
experimento de hibridacidn in situ sugirieron que podria existir una interaccion con
el RNA, ya que el nimero de foci por célula se ve significativamente reducido
después del tratamiento con péptidos.

La capacidad intrinseca del RNA para plegarse en estructuras terciarias complejas
produce una gran variedad de conformaciones que son necesarias para la
hibridacidén, la unién con proteinas o la catalisis de procesos enzimaticos. En
general, las estructuras de RNA se estabilizan por el emparejamiento de las bases,
por su apilamiento o por la interaccién con iones y moléculas (Silvers et al. 2015).

Las funciones de estos RNA a menudo se asocian con su conformacidn, cuya
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estabilidad se ve casi siempre afectada por la presencia de mutaciones. Esto es
exactamente lo que sucede en la distrofia miotdnica, en la cual la regién del gen
DMPK, que contiene la expansion de trinucledtido CUG, una vez transcrita forma
horquillas metaestables que secuestran proteinas de varios tipos, adquiriendo una
funcidn toxica. Por esta razdn, el despliegue de estas horquillas siempre ha estado
entre las estrategias terapéuticas mas prometedoras.

En nuestro caso quisimos usar dos técnicas que en nuestra opinién son las mas
adecuadas para el objetivo de estudiar la interaccidn entre los péptidos y el RNA,
ya que ambas usan intercalantes fluorescentes que interaccionan especificamente
con la conformacion de doble cadena del acido nucleico. La emisidn de
fluorescencia se puede estudiar, analizando sus variaciones en relacién con el
cambio de temperatura y asociar los datos obtenidos a una conformacién de doble

cadena o de cadena sencilla de la sonda de RNA.

1.1. Ensayos de Desplazamiento de Tiazol naranja (FID)

El ensayo de desplazamiento del intercalante fluorescente (FID assay, del inglés
fluorescent intercalator displacement) se llevd a cabo en colaboracién con los
expertos en quimica supramolecular del laboratorio del Prof. Enrique Garcia Espania
(Instituto de Ciencias Moleculares, ICMOL). Mas especificamente se utilizé el tiazol
naranja (TO), un intercalante de cianina asimétrico, el cual tiene apenas
fluorescencia cuando esta libre en solucién acuosa, mientras que produce una sefial
fluorescente al formar complejos de diferente naturaleza con acidos nucleicos.
Estas caracteristicas se pueden aprovechar para estudiar los cambios en la
interaccion entre el tinte y el acido nucleico de interés en respuesta a factores
externos (Nygren et al. 1998; Kang et al. 2016). El indicador fluorescente
interacciona con la sonda de RNA (CUG)2; dando lugar a emision fluorescente. Al
afiadir el péptido, este puede desplazar al TO haciendo que su fluorescencia

disminuya. De esta forma, analizando la emisidn de fluorescencia a diferentes ratios
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de RNA-péptido, se puede calcular el valor de la constante de afinidad del péptido
por la secuencia CUG de manera indirecta (Tran et al. 2011).

Una vez completado el experimento con los cuatro péptidos, se analizaron los datos
obtenidos y se calcularon las constantes de afinidad de cada uno. En todas las
ocasiones fue posible observar una reduccién progresiva de la fluorescencia en
respuesta a concentraciones crecientes de cada péptido (Figura R-21); en el caso
del péptido 79 (kig=5.27) se observo la mayor disminucién de fluorescencia (Figura
R-21, panel a), seguido por el péptido 80 (Ki,g=5.04) y el cambio menor se observo
con los péptidos 82 y 81 (respectivamente kiog=4.74 y kiog=4.61). Sin embargo, cabe

especificar que en ninguno de los casos el nivel de fluorescencia observado alcanza
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Figura R—21. Estudio interaccion RNA-Péptidos con fluoréforo intercalante.

Valoracién de fluorescencia del complejo (CUG)s y Tiazol Orange en presencia de
concentraciones crecientes de cada péptido (a-d). La intensidad de fluorescencia
disminuye progresivamente al aumentar la concentracién. Se han afiadido alicuotas de
una disolucion de 0.125 mM (hasta una concentracion maxima de 8.5 mM) de péptido y
los espectros de emision se registraron a longitudes de onda desde 510 a 660 nm. Las
constantes de afinidad (K) calculadas a partir de los datos obtenidos en los experimentos
de FID indican que el péptido 79 es el que interacciona con mayor afinidad con la sonda
de RNA (CUG)z3, a la que se une sin alterar su estructura secundaria (e).
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los valores caracteristicos de un RNA de cadena sencilla. Esto podria significar que,
aunque existe una clara interaccién entre los péptidos y la molécula de RNA, estos

no interfieren con la estabilidad de su estructura secundaria.

1.2. Experimentos de Differential Scanning Fluorimetry

La fluorimetria de barrido diferencial de alto rendimiento (en inglés Differential
Scanning Fluorimetry, DSF) es una técnica ampliamente utilizada para analizar la
estabilidad de las proteinas en respuesta a factores ambientales como el pH, las
sales o la presencia de ligandos. En esta técnica se usa un colorante indicador que
cambia su fluorescencia en respuesta a un cambio en las cadenas laterales
hidréfobas de los aminoacidos expuestas al medio ambiente. A medida que
aumenta la temperatura, las proteinas se desnaturalizan gradualmente y una
mayor cantidad de cadenas laterales hidréfobas se vuelven accesibles. El aumento
concomitante de la fluorescencia permite determinar la estabilidad de la proteina
en cuestion.

En los ultimos afos se han desarrollado fluoréforos con particular afinidad por el
RNA que se pueden usar para llevar a cabo experimentos de naturaleza similar a los
utilizados para las proteinas. Dado que se ha observado que los colorantes
intercalantes como el TO pueden alterar la estabilidad de la estructura secundaria
(Boger and Tse 2001; Tang et al. 2015), quisimos confirmar los resultados obtenidos
en el experimento exhibido anteriormente, con los derivados de un experimento
complementario como el DSF.

Recientemente se ha demostrado que, aprovechando la especificidad de algunos
fluoréforos para el RNA en su conformacidn de cadena sencilla, se puede seguir
indirectamente y caracterizar la transicion entre la conformacién de cadena doble
y la de cadena simple. De hecho, esta transicién suele ir acompafiada de un
aumento en los sitios de unidn disponibles para el tinte, lo que provoca un aumento

de la fluorescencia (Silvers et al. 2015).
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Figura R-22. Estudio interaccion RNA-Péptidos con fluoréforo especifico por RNA de
doble cadena.

En las gréficas se representa la derivada de la sefial fluorescente del fluoréforo RiboGreen
en relacién al aumento progresivo de la temperatura (hasta 100° C); las mediciones se han
llevado a cabo incubando una sonda de RNA (CUG)23 con concentraciones crecientes de
cada péptido (de 1 a 100 pM, lineas azules) y con DMSO como control negativo (linea
roja).

En este experimento, utilizamos el intercalante fluorescente Quant-iT RiboGreen,
para estudiar los efectos del aumento de las concentraciones de cada péptido (1-
100 @M) en la estructura secundaria de una sonda de RNA compuesta por 23
repeticiones de CUG. Los resultados obtenidos se muestran en un grafico en el que
la temperatura se correlaciona con la intensidad de la fluorescencia. En los graficos
relativos a los péptidos 79, 80y 82 (Figura R-22, paneles a, by d), se puede observar
una disminucién del pico de fluorescencia, casi ausente en el grafico del péptido 81
(Figura R-22, panel c) y que sugiere una interaccion entre el compuesto y la sonda
de RNA. Solo en el caso del péptido 82 (Figura R-22, panel d) se puede observar un
ligero desplazamiento de la curva hacia la derecha, lo que indica una reduccién en

la temperatura a la que el RNA comienza a desplegarse.
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Obtuvimos asi la confirmacion de que la estabilizacién del RNA en su conformacion
de cadena sencilla no parece ser el mecanismo de accién mas probable, a pesar de
los experimentos in vitro que sugieren la existencia de una interaccion entre los

péptidos y las repeticiones toxicas.

2. Modelizacion computacional de los péptidos: la interaccion con el RNA

Aprovechando nuevamente el asesoramiento de nuestros colaboradores expertos
en quimica computacional, hemos utilizado sus herramientas in silico para abordar
el estudio del mecanismo de accidn de los 4 péptidos seleccionados desde un punto
de vista diferente. El modelado molecular abarca todos los métodos tedricos y las
técnicas computacionales utilizadas para reproducir y estudiar la estructura y el
comportamiento de las moléculas, lo cual nos permitié obtener datos interesantes
sobre las posibles interacciones entre los péptidos y una molécula modelizada de

RNA toxico.

2.1.  Anadlisis estructural de los péptidos

Para empezar el estudio computacional se ha evaluado el comportamiento de los
hexapéptidos a lo largo de 10 ns mediante simulaciones de dindmica molecular.
De esa manera es posible determinar las conformaciones admitidas por cada
péptido y estimar su prevalencia. Los datos indican que el péptido 79 (cpyaqe) es el
péptido que muestra mayor conformacidn helicoidal, seguido por el péptido 80.
Por lo tanto, la presencia del tdndem °Tyr-PAla en la parte central de la secuencia
seria requisito necesario para aumentar la conformacion tipo hélice (Figura R-23,
panel a).

Se observa ademas que los péptidos 81 y 82, los que poseen la secuencia central
PTyr-°Thr, presentan el menor porcentaje de conformacion helicoidal (mayor

contribucidn del Turn) y corresponden a aquellos con la constante de unién mas
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baja calculada experimentalmente. Efectivamente, comparando los datos
computacionales con los resultados experimentales de constante de unidén se
observa una correlaciéon positiva de los resultados obtenidos para cada uno de los

péptidos (Figura R-23, panel b).
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Figura R-23. Estructura secundaria preferente en los 4 péptidos seleccionados.

Estudio de la estructura secundaria de los péptidos 79-82 mediante simulaciones por
dindmica molecular. En las graficas se representan con barras de diferentes colores los
porcentajes de las posibles conformaciones que caracterizan cada péptido (a). Se observa
que 79 (cpyage) es el péptido que muestra mayor conformacién en forma de hélice
(teniendo en cuenta las contribuciones de PPII, hélices aa y 3-10). En la tabla se resumen
los valores de score obtenidos en el estudio in silico y las constantes de unidn
determinadas in vitro. En la grafica es posible apreciar la existencia de una correlacién
positiva de los datos experimentales y computacionales obtenidos de manera
independiente (b).

2.2, Estudio del mecanismo de interaccion mediante docking molecular

En el campo del modelado molecular, el acoplamiento (docking) es un método que
predice la orientacién preferida de una molécula a una segunda cuando se unen
entre si para formar un complejo estable. Con la finalidad de obtener datos
adicionales, se han realizado multiples estudios de docking mediante el programa

Autodock VINA y la plataforma de disefio molecular MOE (Molecular Operating
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Environment). Para evaluar el efecto de la estructura del RNA se han usado distintas
condiciones de calculo y distintos protocolos de simulacion. A continuacién, se han
comparados los resultados obtenidos con las técnicas de docking ciego y de docking
orientado a 10 y 16 repeticiones CUGs; en este ultimo caso se han hecho pruebas
manteniendo el RNA rigido o admitiendo una cierta flexibilidad.
El andlisis sugiere que los péptidos 79 y 80 son los péptidos que presentan mayor
tendencia a interaccionar en la parte expuesta del RNA (Figura R-24). Ademas, se
ha analizado la estructura secundaria de cada conformacién propuesta por el
docking, y los péptidos 79y 80 son los Unicos que admiten complejos de interaccion
en los que el hexapéptido mantiene una cierta estructura de hélice.
Mas en el detalle el péptido 79 seria el unico D-hexapéptido capaz de reconocer
dos uracilos de las dos cadenas de RNA por medio de los dos aminodacidos
terminales. Esta situacién podria explicar el hecho que presente una mayor
constante de unién al RNA.
El hexapéptido 80 seguiria interaccionando con las dos hebras del RNA, pero
presentando Unicamente el reconocimiento de un uracilo. Segun los resultados, el
Trp no se dispondria de forma favorable para la interaccién con el esqueleto del
RNA. Este resultado podria estar de acuerdo con los datos experimentales en los
gue se aprecia que la presencia de Trp no contribuye al aumento de la constante
de union a RNA (cpyaqe > cpyawe, cpytge ~ cpytwe). Si bien esta conclusién podria
deberse a una limitacidn del protocolo de simulacién usado, que sélo contempla
una ligera flexibilidad del RNA, se puede inferir que el Trp no interaccionaria por
mr-stacking (interacciones atractivas y no covalentes entre anillos aromaticos).
En cuanto a los dos péptidos con menor energia de interaccidon experimental,
sorprende el hecho que el mecanismo de unién obtenido, tanto para el péptido 81
como el 82, sélo presenta interaccién con una hebra del RNA. De los dos, el 82 es
capaz de interaccionar con tres nucledtidos consecutivos, lo cual le podria aportar

una ligera estabilizacién adicional.
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Figura R—24. Modelizacion de la posible interaccion entre los péptidos seleccionados y
el RNA.

Representacion de los resultados obtenidos mediante un docking flexible dirigido a la
zona del RNA expuesta al solvente. Se evidencian dos diferentes mecanismos de unidn:
los péptidos 79 y 80 interacciénan con las dos hebras de RNA (lineas rojas), reconociendo
respectivamente dos y un uracilo (circulos rojos); los péptidos 81 y 82 interacciénan solo
con una hebra (linea roja).

Dada la conocida flexibilidad del RNA en estudio, no sorprende que las
interacciones observadas puedan presentar fluctuaciones. Aun asi, los resultados
indican que las dos interacciones establecidas por el péptido 81 con Cy G son mas
labiles que las tres que presenta el péptido 82, hecho que podria justificar su
constante de unién ligeramente mayor. Se observa ademds que el péptido 80
mantiene su interaccidn con el RNA de forma significativa, aunque el Trp no sea
capaz de establecer una interacciébn permanente. De manera similar, las
interacciones definidas inicialmente por el péptido 79 con los uracilos de CUG

consecutivos se muestran labiles, pero se recuperan durante la simulacion.
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3. Localizacién subcelular del péptido marcado

Para complementar los datos sobre el mecanismo de accidon obtenido con
experimentos in vitro e in silico, pusimos a punto una ultima serie de experimentos
con la intencién de examinar el proceso desde el punto de vista molecular. En
concreto, decidimos centrarnos en la determinacién de la localizacién subcelular
de nuestros compuestos, considerando que podria proporcionarnos informacion
importante para comprender cdmo se producen los efectos anti-DM1 observados
en la caracterizacion de la actividad bioldgica. Para este propdsito, disefiamos un

estudio exploratorio y ordenamos la sintesis del péptido 79 marcado con biotina

Mioblastos CNT

Mioblastos DM1

Figura R—25. Caracterizacion de la localizacion subcelular del péptido 79 marcado.

La visualizacién del péptido 79-b se obtuvo por incubacién con el sistema de amplificacion
de sefal avidina-estreptavidina Texas Red. Se llevd a cabo la tincion siguiendo el mismo
protocolo en células control tratadas con péptido 79 o péptido 79-biotina y en células
DM1 tratadas con péptido 79-biotina.
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(79-b), lo que facilitaria su visualizacion en la célula sin comprometer su actividad
(Jiao et al. 2010).

Primero quisimos verificar que la sefial que estdbamos detectando era especificay
si habia una ubicacién diferente entre las células sanas y las células de los pacientes
de DM1. Ejecutamos el mismo protocolo de tincidn en muestras de células sanas
tratadas con el péptido marcado 79-b o con el péptido 79 solo y células DM1
tratadas con el péptido marcado 79-b (Figura R-25). Pudimos asi confirmar que el
protocolo de inmunofluorescencia era efectivo y que la sefial roja correspondiente
al péptido 79-b era especifica, ya que no era detectable en las imagenes con las
células tratadas con el péptido 79 solo. Ademas, la ubicacidn subcelular del péptido
no parece ser diferente entre células sanas y DM1. En cuanto a la localizacidn
subcelular del péptido, observamos que, contrariamente a lo esperando, dicha
sefial se podia detectar en el citoplasma, mds en detalle en el drea perinuclear, pero

no en el nucleo.

3.1. Colocalizacién con MBNL1

Los datos sobre la actividad bioldgica de los péptidos demuestran una clara
relacidn entre su actividad anti-DM1 y el papel de MBNL1 en la distrofia miotdnica.
Por lo tanto, resulta interesante saber si existe una colocalizaciéon de estas
moléculas. Por esta razén, decidimos llevar a cabo un ensayo de doble
inmunofluorescencia utilizando un sistema de amplificacidon de sefial de avidina-
estreptavidina para visualizar el péptido 79-b y un anticuerpo anti-MBNL1 para
visualizar una posible colocalizacién. La tincidon se realizé tanto en mioblastos
control como en mioblastos DM1 y en ambos casos no se pudo observar un
solapamiento significativo de las sefiales roja y verde, relativas respectivamente al
péptido marcado y a MBNL1 (Figura R-26).

Estos datos indican que algunos de los resultados observados, como la disminucién

en el numero de foci por célula, el aumento en la expresidon y la liberacion de
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MBNL1, deben explicarse con un mecanismo indirecto en lugar que con accién

directa de los péptidos sobre el RNA tdxico o sobre la proteina MBNL1.

Mioblastos control

Fusion

&

Mioblastos DM1

Figura R—26. Colocalizacion de la proteina MBNL1 con el péptido 79 marcado.

Ensayo de doble inmunofluorescencia para la visualizacion de la proteina MBNL1 y del
péptido 79-biotina en células control y DM1. En ambas lineas celulares se puede observar
que la sefial relativa MBNL1 (verde) no co-localiza con la sefial relativa al péptido 79
marcado con biotina (rojo).

3.2. Colocalizacién con vesiculas autofagicas

Como ya se ha mencionado, la sefial del péptido marcado se podia visualizar en el
area que rodea el nucleo y, en algunos casos, acumulada en puntos discretos que
recuerdan la forma de vesiculas. Por eso, volvimos a considerar los resultados
obtenidos durante la caracterizacion de la accion anti-DM1, en la cual la actividad
de los compuestos se correlacionaba con atrofia y mas detalladamente con el
estado de diferenciacién celular y los niveles de autofagia. Quisimos estudiar la
posibilidad de que fuera esta la via en la que los compuestos actuaban,
desencadenando todos los otros efectos observados como consecuencia.

Con este propdsito, pusimos a punto otra inmunofluorescencia doble, en la cual,
ademas de detectar el péptido biotinilado, siguiendo el protocolo establecido, se

detectd la proteina LC3 que se encuentra tipicamente en vesiculas autofagicas
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(Tanida et al. 2004). Observando las imagenes, resulta evidente que las dos sefiales
colocalizan en mioblastos DM1 (Figura R-27, panel a). Ademas, pudimos confirmar
objetivamente y cuantificar lo observado, analizando las imagenes obtenidas con
el programa de procesamiento de imagenes del microscopio. Pudimos asi

representar graficamente la superposiciéon de las dos senales (Fig.R-27, panel b).

39000+

26000

Mioblastos DM1
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Figura R—27. Colocalizacion del péptido 79 marcado con la proteina autofagica LC3.
Inmunofluorescencia doble para la visualizacién del péptido marcado y de la proteina
autofagicas LC3. Alrededor del nucleo (azul) se puede observar como la sefal relativa al
péptido (roja) y la relativa a la proteina LC3 (verde) colocalizan (a). El grado de
colocalizacion se cuantifica en la grafica a la derecha (b).

Esta colocalizacidon no tiene una interpretacién univoca. De hecho, por un lado,
podria significar que el péptido se incluye en las vesiculas autofagicas que se
eliminaran por la célula. Por otro lado, podria ser que los péptidos puedan llevar a
cabo su accidn interviniendo en la via de la autofagia a través de la interaccién con
la proteina LC3 o con otra proteina que se encuentra en el mismo compartimento
intracelular. La ultima hipotesis es, sin duda, la mas interesante, ya que abriria el
camino para un estudio detallado de este aspecto, que, sin embargo, podria
culminar con la identificacion de un mecanismo de accién innovador y nuevas

dianas terapéuticas.
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1. Evaluacion de la actividad anti-DM1 de los compuestos derivados de

Abp1l

Para establecer los primeros pasos en el camino de este proyecto de investigacion,
se requirid una evaluacion cuidadosa de los datos obtenidos previamente y un
extenso estudio sobre las estrategias mas eficaces para la mejora de los péptidos
terapéuticos. Los conocimientos adquiridos en esta primera fase de estudio,
acompanados por la experiencia multidisciplinaria de nuestros colaboradores,
llevaron a la seleccién de tres estrategias de mejora y a la sintesis de 9 péptidos

derivados de Abp1 (Tabla R-1) con las modificaciones necesarias para enmendar

sus limitaciones.

20 [ Atrofia= % area muscular EEEEE Escalada=cm/s I \/uelo = altura de aterrizaje (cm)

Abp1l

Control

DM1

Sc

TAT-Abpl
Abp1l-ebr
TAT-Abp1-e6r
Abpl-e6k
TAT-Abp1-e6k
Abp1-Peptoide
Abpl-p2a
Abp1-Y3a

Figura D- 1. Actividad de los péptidos derivados en modelo de DM1 en Drosophila.

En la gréfica se resume del conjunto de datos obtenidos tras el tratamiento de moscas
control y DM1 con los péptidos derivados de Abpl. Todos los valores han sido
normalizados con respecto a los valores relativos a las moscas tratadas con Abp1 (linea
roja). De esa manera todos los valores por encima del eje x representan una mejora de
los resultados obtenidos mientras que los que se encuentran por debajo representan un
empeoramiento.

Los datos obtenidos tras la evaluacion del estado atréfico en moscas DM1, nos

permitieron identificar 5 derivados (evidenciados en negrita en la gréfica de la
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Figura D-1) que poseen una actividad bioldgica mejorada con respecto a la de Abp1.
El rescate del estado atrofico de los IFMs de las moscas modelo adultas demuestra
gue esas modificaciones realizadas sobre el péptido original producen un
refinamiento de sus capacidades terapéuticas.

Con el fin de caracterizar mejor la actividad de los nuevos compuestos en mosca,
se completaron otros dos experimentos, dirigidos, esta vez, a estudiar una posible
mejora funcional: las pruebas de escalada y vuelo (Figura R-9, paneles a y b). El
conjunto de datos obtenidos en los tres experimentos, se resume en la Figura D-1
para facilitar la visualizacién y evaluacidn del conjunto de datos. En la gréfica, todos
los valores relativos a los controles y a los derivados se han normalizado con
respecto a los valores obtenidos por Abpl; de esta manera, resulta mas facil
observar que la recuperacién observada a nivel histolégico se tradujo en una ligera
correccidn funcional aunque no llega a ser estadisticamente significativa.

Por lo tanto, se puede concluir que las modificaciones realizadas en el péptido
original son evidentemente efectivas para la mejora de la actividad anti-DM1 de
Abp1l. Por otro lado, la mejora limitada a nivel funcional y la falta de actividad
bioldgica en las células humanas dejan abierto un margen adicional de mejora.

A continuacién, analizamos las posibles explicaciones para los datos observados y

las diferentes propuestas que planteamos para mejorarlos.

1.1. Potencial y limites de las posibles modalidades de administracion

La eleccidn de la mosca como primer modelo de la enfermedad para probar los
nuevos compuestos tiene multiples ventajas. De hecho, aparte de los diversos
aspectos positivos desde el punto de vista econdmico, practico y técnico, la
principal ventaja proviene del hecho de que Abp1l fue identificado y caracterizado
precisamente en este modelo. Por lo tanto, es indiscutible que usar el modelo
muscular de DM1 en Drosophila fuese la forma mas inmediata de comparar de

manera facil y objetiva los efectos de los nuevos derivados con los del péptido
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original. En cambio, el tiempo de administracion, la dosis y la duracién del
tratamiento son parametros que deben considerarse cuidadosamente. Se precisa
la evaluacién de todos los pros y los contras de cada estrategia posible con el fin de
alcanzar ese equilibrio que nos permita aprovechar al maximo el potencial de los
compuestos permaneciendo dentro de la ventana terapéutica.

Anteriormente, la mejora del estado de atrofia muscular, debida a la accion del
péptido Abp1l, pudo observarse como consecuencia de la administracion del
tratamiento a las moscas desde su etapa de larva L1 (Figura D-2, panel a),
acompafiando asi el proceso de desarrollo muscular y actuando desde su inicio
(Figura D-2, panel b). Sin embargo, este tipo de tratamiento no seria viable en

pacientes.

’ % W b. Tratamiento
! |
d Adulto 9 Fecundacian p— ; —
Desarrollo 3-4 dias
*111L)
341, A o, Desurrollo @gﬁ% "%W

Eclosiona y emerge & A Larva L1

Embrién fenotipe
la nueva mosca 1Dia Mosca adulta Atréfico reducido
Pupa — g 1° estadio
Larvario oD C.

v 1 bia Desurrollo @W 7-8 dias %ﬁ

2° estado “muscular

3" estado Lurvuritny Larva Ll Mosca adulta con Fenotipo

21/,-3 panvrio L misculos atréficos Atréfico reducido
1 Dia L

Dias J

Tratamiento

Figura D- 2. Esquema de los diferentes tipos de tratamiento.

Representacion esquemadtica del ciclo vital de Drosophila; Entre la fecundacién del
embridn y la eclosidn de la mosca adulta de la pupa hay un marco de tiempo de diez dias
durante el cual los individuos pasan por tres etapas larvales: 1°, 2° y 3° estadio larvario
(a). La primera estrategia de tratamiento consiste en la administraciéon del compuesto
desde la primera etapa larvaria (L1) hasta 3-4 dias después de la eclosidn, para un total de
13-14 dias de tratamiento (b). En la segunda estrategia, en cambio, el tratamiento
comienza directamente en la mosca adulta desde el primer dia de vida hasta el 7°-8° dia

(c).

Por otro lado, la administracion de los compuestos a partir del dia 1 después del
nacimiento es una estrategia que estd mas cerca de la realidad y aun proporciona
una forma efectiva de identificar cualquier compuesto con actividad bioldgica

potenciada.
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De hecho, consideramos que los rescates observados tras el tratamiento en adulto
sean mucho mas significativos ya que indican la capacidad de los compuestos de
mejorar el estado de un musculo atrofico ya formado (Figura D-2, panel c).
Aunque la identificacién de los 5 compuestos mejorados ya es un gran paso
adelante, ciertamente existe la posibilidad de obtener resultados mas relevantes al
explorar los posibles regimenes de administracion. Entre las diversas opciones
encontramos la de extender el periodo de tratamiento o modificar el comienzo del
mismo. Sin embargo, el aumento en la dosis administrada podria ser la soluciéon
mas efectiva, especialmente considerando el hecho de que los péptidos no son

toxicos hasta una concentracidn 10 veces mayor que la utilizada.

1.2. El motivo PPIl y la actividad bioldgica de los hexapéptidos

En los experimentos en el modelo de Drosophila se observd una mejora
considerable también tras el tratamiento de moscas adultas DM1 con el péptido
Abp1l-p2a (Figura D-2). Recordamos que se trata del péptido sintetizado como
control estructural y que su sintesis se propuso con la intencién de corroborar los
datos generados en el marco del estudio computacional. De hecho, los datos
obtenidos in silico sugirieron que la actividad bioldgica del péptido Abpl estaba
vinculada a su estructura secundaria caracterizada por la presencia del motivo PPII.
Se ha establecido que este motivo estructural se puede encontrar en secuencias
peptidicas compuestas por diferentes aminodcidos, ademas de por residuos de
prolina, como en el ejemplo de la Figura R-4, panel ¢ (Narwani et al. 2017). En
diversos estudios, ademas, se ha observado que la presencia del motivo estructural
de PPIl en las proteinas es mas frecuente de lo esperado y han sugerido que pueda
tener un importante papel funcional, particularmente en las interacciones y el
reconocimiento proteina-proteina o proteina-acido nucleico (Hicks and Hsu 2004;
Narwani et al. 2017). De ahi surgi6 la hipdtesis de que la sustitucion de la segunda

prolina con una alanina en la secuencia de Abpl, podria ayudar a entender si la
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actividad se asocia a la secuencia aminoacidica o a la estructura secundaria que
puede asumir el hexapéptido (Morrison and Weiss 2001).

Los datos experimentales indican no solo que la segunda prolina no es necesaria
para la actividad del compuesto Abp1, sino también que su ausencia se asocia con
una mejora en la actividad del hexapéptido. Una posible explicacion es que la
compleja cadena lateral del residuo de prolina entorpezca el contacto entre el
péptido y el acido nucleico. Por otro lado, la presencia de la alanina en segunda
posicion hace que el péptido Abpl-p2a mantenga el motivo de la estructura
secundaria y que pueda interaccionar de manera mas eficiente con las repeticiones.
Analogamente, los estudios computacionales han confirmado que el motivo PPII
estd presente también en los péptidos 81, 82, 79 y 80 (Figura R-4, panel d) cuya
secuencia se diferencia de la de Abpl por la presencia de una cisteina en lugar de
la primera de las dos prolinas. Esta informacion se suma a los datos a favor del
hecho que a pesar de la ausencia de una de las dos prolinas, la conformacion
helicoidal de PPIl se mantiene siendo la cisteina compatible con ella (Jha et al.
2005). Ademads, confirma que este motivo esta fuertemente vinculado con la
actividad bioldgica ya que estos 4 péptidos son los que se han seleccionado por la
relevancia de su actividad bioldgica en células de paciente.

Finalmente, resulta de particular interés la asociacién entre péptidos
caracterizados por el motivo PPl y PPIl y diversas categorias de péptidos de
penetracidn celular. Mas en el detalle lo que tienen en comun estos péptidos es la
presencia de uno o mas grupos funcionales pirrolidina (presente en la cadena
lateral de la prolina) que por sus caracteristicas quimicas ha sido relacionada
positivamente con una mayor permeabilidad celular (MacArthur and Thornton
1991; Williamson 1994; Pujals and Giralt 2008).

Los datos de literatura junto con los datos experimentales obtenidos contribuyen a
confirmar y respaldar la hipdtesis formulada después del estudio computacional

preliminar. La correlacién entre la actividad bioldgica y el motivo de poliprolina se
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convierte en un punto fijo importante a tener en cuenta durante la fase de disefio
de las préximas modificaciones. Se precisa dar prioridad a todas las estrategias que

preservan o favorecen la estructura secundaria helicoidal del péptido original.

1.3. Optimizacion de la actividad bioldgica afinando las modificaciones.

Los resultados obtenidos utilizando los derivados de Abpl para tratar las moscas
distréficas, muestran que casi todas las modificaciones realizadas otorgan una
mejora en la actividad anti-DM1 con respecto a la del hexapéptido original. Sin
embargo, la falta de rescate funcional y la ausencia de actividad significativa en el
modelo celular humano sugiere que pueden ser necesarias modificaciones

adicionales para lograr un resultado 6ptimo.

1.3.1. Abpl de Peptoide a Peptamero

La sintesis de Abpl en su version de peptoide se llevd a cabo para alcanzar el
objetivo de aumentar su biodisponibilidad, aprovechando las caracteristicas
distintivas de los peptidomiméticos que hemos detallado en el apartado 2.2 de la
introduccion. Entre ellas la que mas nos interesa es su elevada flexibilidad; la
estructura de glicina poli-N-sustituida de los peptoides elimina la quiralidad del
esqueleto y la ausencia de hidrégenos de amida impide la formacidn de enlaces de
hidrégeno. Esto minimiza la posibilidad de que los peptoides adopten motivos
regulares de estructura secundaria, ya que aumenta notablemente el espacio de
conformacion que pueden ocupar. Dicha caracteristica ha sido aprovechada para
generar quimiotecas con una inmensa variedad de nuevas moléculas y puede ser
muy 0til a la hora de estudiar el mecanismo de interaccion entre el péptido original
y su target. Sin embargo, un exceso de permisividad estructural puede afectar la
actividad biolégica cuando ésta estd estrictamente relacionada con un
determinado motivo molecular (Adessi and Soto 2002).

En nuestro caso la conversion del péptido Abpl en peptoide ha sido beneficiosa

para conseguir una mejora de la actividad biolégica como demuestran los
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resultados de los experimentos que hemos descrito en el capitulo 3.1 de resultados.
No obstante, la alteracion de la estructura secundaria caracteristica de Abp1 podria
ser la causa de la falta de un resultado 6ptimo.

De hecho, en la literatura se refiere que la transformacién de mondémero a
mondmero de los residuos peptidicos a residuos peptoides puede, a veces, cambiar
drasticamente la conformacién plegada del oligdmero; en consecuencia es
probable que la construccidon de un peptoide con la misma secuencia de cadenas
laterales que el péptido original provoque una alteracion de la actividad bioldgica
(Fowler and Blackwell 2009).

Asumiendo que este sea el caso de nuestro Abpl-peptoide, para que su actividad
anti-DM1 alcance el maximo potencial, se deberia por lo tanto realizar algunos
cambios que tengan en cuenta este aspecto.

Por ejemplo, numerosos estudios han demostrado que los peptoides pueden ser
inducidos a formar estructuras secundarias helicoidales a través de una
incorporacién periddica de cadenas laterales voluminosas y quirales. Mas en el
detalle, se ha demostrado que la incorporacién de al menos un tercio de cadenas
laterales homoquirales y aromaticas puede hacer que el peptoide adopte una
conformacion helicoidal tipo poliprolina (Wu et al. 2001; Hara et al. 2006;
Chongsiriwatana et al. 2008).

En un estudio de 2006 Hoffmann y colaboradores describen un proceso de
transformacion sistematico iterativo de un péptido biolégicamente activo a un
peptoide que retiene la actividad peptidica original. En este proceso la
transformacion se logra mediante sustituciones sucesivas de cada aminodcido con
blogues de construccion peptoides apropiados (Hoffmann et al. 2006). En algunos
casos el perfeccionamiento de la actividad se puede lograr incluso intercalando
residuos de ambas naturalezas, sintetizando unos compuestos hibridos llamados

peptameros (Ostergaard and Holm 1997).
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1.3.2. Incorporacidon de aminoacidos con carga positiva

Otro de los retos que nos propusimos fue el aumento de la cantidad de péptido
capaz de difundir al interior de la célula y para lograrlo se utilizaron dos estrategias
diferentes, aunque basadas en el mismo principio. Aprovechando el hecho de que
los péptidos cargados positivamente cruzan la membrana mas facilmente, ambas
resultaron ser beneficiosas ya que se pudieron observar efectos positivos en mosca,
pero no se encontro actividad bioldgica en las células humanas.

En primer lugar se procedié a la conjugacion de Abpl con el fragmento
“8GRKKRRQRRR®’ del péptido TAT, siendo esta la unidad minima funcional del
péptido, como han establecido por Park y colaboradores (Park et al. 2002). En la
literatura, se han descrito casos en los que la conjugacién ha producido una
alteracion de la actividad tanto del TAT como del péptido cargo. Esto se debe al
hecho de que los aminoacidos adyacentes pueden limitar mutuamente su espacio
conformacional, modificando asi la estructura secundaria de la molécula
resultante. De hecho, se ha observado que la presencia de unos aminoacidos
espaciadores, como por ejemplo una serie de glicinas, resulta a menudo
conveniente para que esto no suceda. (Zhang et al. 2014; Matsumoto et al. 2015).
Asi, es muy probable que la adicion de un espaciador entre el TAT y el hexapéptido
sea suficiente para incrementar la permeabilidad de los derivados.

Otros trabajos afirman que los péptidos de poliargininas son mas eficientes que los
de lisina y que el mismo TAT (cuya secuencia consiste principalmente en arginina).
Esto se debe al hecho de que el mecanismo de internalizacién en la célula depende
del grupo guanidino de la cadena lateral de la arginina, indispensable para la
interaccion con la membrana plasmatica. En concreto, este grupo funcional
cargado positivamente establece un enlace de hidrégeno con un grupo fosfato de
la membrana (con carga negativa) activando el mecanismo de internalizacion

(Futaki et al. 2001; Guidotti et al. 2017).
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Como ultima modificacion se intento favorecer la entrada en la célula sustituyendo
la carga negativa del aminoacido terminal de Abp1 (acido glutamico, E) con una
carga positiva proporcionada por un residuo de arginina (R) o de lisina (K). En la fase
de disefo se propuso esta solucién para tener una alternativa menos invasiva a la
conjugacioén con TAT, y para eso se tomo la decisidn de no afiadir mas aminoacidos,
sino de limitarse a una sustitucién. Sin embargo, varios estudios en literatura
sugieren que para alcanzar los niveles de internalizacion deseados podria ser
necesario afiadir al menos 5 residuos de carga positiva (Tunnemann et al. 2008;
Borrelli et al. 2018).
Asi mismo se podria plantear como solucién la conjugacién de un péptido de poli-

argininas “Rs” al extremo terminal de Abp1.

2. Interpretacion de la diversidad de los resultados obtenidos en el modelo
celular humano
La existencia y el descubrimiento de la actividad bioldgica de los 15 péptidos en el
modelo celular humano constituye un gran paso adelante en el contexto de este
estudio. Sin embargo, la heterogeneidad de los efectos que cada uno produce, ha
dificultado una interpretacion univoca de los datos obtenidos. Se decidié centrar la
atencion en los 4 péptidos que producen los efectos mdas prometedores, y estos se
han sometido a una caracterizacion mas completa. Aun asi, se necesitan mayores
esfuerzos para dilucidar los diversos aspectos de su actividad, para aclarar el

mecanismo de accidn subyacente y para determinar su potencial terapéutico.

2.1. Relacidn entre actividad bioldgica y secuencia aminoacidica

Los efectos anti-DM1 obtenidos tratando células de paciente con los 15 péptidos
con secuencia relacionada a Abpl (resumidos en la Tabla R-2), merecen un analisis
mas profundo debido a la diversidad de los resultados obtenidos tanto a nivel de

splicing como a nivel de la expresion relativa de MBNL1 y 2.
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Aunque la existencia de una correlaciéon entre la actividad y la secuencia es
apreciable simplemente observando las gréficas anteriormente presentadas, se ha
procedido a una evaluacion detallada de la relacién entre los aminoacidos
presentes en cada posicion y los eventos anti-DM1 producidos.

Con este objetivo los datos han sido organizados en la Tabla D-1 que presenta 4
paneles, uno por cada posicion con 2 posibles aminodcidos (Xi: cisteina o prolina;
Xz prolina o glutamina; X4: alanina o treonina; Xs: glutamina o triptéfano). Se han
separado los datos relacionados directamente con MBNL1 o MBNL2, utilizando
ademas un cédigo colorimétrico para visualizar mas facilmente los efectos positivos

(verde), negativos (rojo) o neutros (amarillo).

Tabla D-1: Estudio de la relacion entre la actividad bioldgica y la contribucidn posicional de los aminoécidos

MBNLL MBNL2 MBNL MBNL2 MBNLL MBNL2 MBNLL MBNL2
Splicing Splicing Splicing Splicing Splicing Splicing Splicing Splicing
2 2 z 2
Xy S :5=z5 8§85 % Z=2=z85 §85 XX SE=z8 §85 1% Z:2=z2 §£38§ %
L s @ o T <& [] s @ o T <& ]| c @0 T <& [ ] c @0 T <& []
o]+ v -V ] v o[t [v -Vt ] v o[t [v -] v o[t v -] v
80| * v ~ v~ |- v 80| *|v ~ v~ |- v so| 1 |v - v~ |- v st t v - vl 2] v
ST A B R sl t v ~ v 2] v B I A | AR - = I AN | I
= R I B R PR | I L R | I AR =1 O R R A
Ss3| - |- v vl v Bl 2 - v | - Ele7| - ool e | sl v || - | -
Blsa| ~ [~ v || v v | |&lesl |- |t P ] I IR | N R =1 O V- -lle
85| V|- v v v |v v 89| V|- v N - - o1 ~ |v - t - v O] ~ v~ r- v
86| = |- v ~|[~ v ~|| |eo] v |- ¢ o R A R VA | N A B B ) I - -||E
50%  62%  25% 69% 50% 46%  25% 38% | |= 38%  46%  38% 56% 25% 50%  50% 50% | |8
&7~ - - 83 - [- v [V |2 e [v - <[t ]+ so[ 1 v - <[~ [ 7] |©
88| ~ [~ ~ ~|| ~ |~ ~ 84| ~ v vl L v [F 82 1 |v ~ vl ~ |- ¢ g2t |v - vl ~ |- v||S
89| | v L~ ~||m®|8s| ¢ v vl Ly v wles| L |- v vl L v v||osa ~ |- v vl L v |G
Sloof ¢ |- v - v | |Elss| < |- v || < v - Elss| ~ V2 | I A P R VAR | B AR R
£ £ = flad
Slo1| ~ | ~ t - v | w®loy ~ | - N Sleg| v [+ v U R R =TE: N N | B
&loz| v v - -] 2 |- v |Ble2f 1t |v - L Oloo| v [ = v || ~ |~ ~||2fs0] ¢ |- v ~ K -
93 ~ |~ v || 2 |- ~||Ofe3| - |~ v [t ]- - Flos| - |~ v O RN TIEPI R A |- v
9wy |- v |~ |« ~ v |- v ||~ |« ~ al V|- v -f|~ |~ al V|- v -f|~ |~
12%  29%  38% 31% 12%  46%  38% 63% | | | 25% 46%  25% 44% 38% 42%  13% 50% | | |

v/ Evento positivo / de rescate / anti-DM1 ~ Evento estadisticamente no significativo Evento negativo / empeora el fenotipoDM1

Asi mismo, calculando los porcentajes de eventos anti-DM1 vinculados a un
aminoacido especifico en cada posicién se puede apreciar como la presencia de la
cisteina en primera posicién (X1) se asocia al mayor nimero de eventos favorables
tanto en los sucesos dependientes de MBNL1 como de MBNL2. La prolina en
segunda posicién (X;) también se asocia a efectos positivos relacionados con
MBNL1, pero la presencia de la glutamina produce el mayor nimero de rescate de
splicing regulados por MBNL2. Los péptidos que presentan la alanina en cuarta

posicion (Xs4) son los que en general producen el mayor nimero de efectos anti-
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DM1, aunque el nimero de rescates de eventos de splicing dependientes de
MBNL1 es igual para ambos aminodcidos. Finalmente, en quinta posicidn (Xs) es la
glutamina la que presenta la mayor relacién de eventos positivos, aunque la
diferencia entre los dos aminodcidos no es muy evidente.
Aunque probablemente serian necesarias mas pruebas para llegar a una lectura
univoca y definitiva de estos datos tan heterogéneos, es seguramente interesante
observar que este analisis preliminar corrobora los resultados obtenidos en los
estudios computacionales. Estudiando la estructura de los péptidos se habia
sugerido que el tdndem Y-A es importante para el mantenimiento del motivo

helicoidal y que el triptéfano no favorece la interaccion con el RNA.

2.2. La diversidad de los efectos bioldgicos puede residir en diferentes
mecanismos de accion

Los experimentos llevados a cabo con el fin de aclarar el mecanismo de accién de
los 4 péptidos seleccionados nos han permitido sacar varias conclusiones, aunque
estas no han sido suficientes para determinar cdmo funciona cada uno de los
péptidos.

Anteriormente, en el estudio de Abp1, se habia determinado que el péptido posee
la capacidad de interaccionar con el RNA téxico (CUG), de cadena sencilla, evitando
las horquilla, cuya estructura secundaria es necesaria para la unién de MBNLs.
Estabilizando el mRNA en su conformacion de cadena sencilla, se previene el
secuestro de MBNL1 en los foci permitiendo su normal funcionamiento.

Dada la semejanza de todos los péptidos utilizados en este proyecto era de esperar
un mecanismo comun para todos ellos. Sin embargo, los resultados de los
experimentos de FID y DFS indican que los péptidos 79-82 interaccionan con el RNA,
pero no provocan su despliegue. Los ensayos computacionales han proporcionado
mas pruebas sobre la diversidad estructural de los péptidos a pesar de su secuencia
parecida y apoyan la hipdtesis de que existan grupos de péptidos que interaccionan

con el RNA de manera diferente.
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Todo esto proporciona una explicacion tanto en cuanto a las diferencias de
actividad entre Abp1 vy los otros péptidos, como a la variedad de efectos observados

en la célula.

2.2.1. Hipétesis de un posible mecanismo de accion alternativo y novedoso

La actividad de las proteinas de la familia MBNL depende de la accion simultaneay
coordinada de los 4 dedos de zinc que las caracterizan. Estos motivos estructurales
estan organizados en tandem y se encuentran en la region N-terminal (ZnFly 2)y
en la region central (ZnF3 y 4) de la proteina (Teplova and Patel 2008). Dentro de
cada segmento en tandem, las proteinas de vertebrados son 99% idénticas y los
aminoacidos que los componen estan altamente conservados en los homédlogos
humanos. Los dedos de zinc muestran un grado de conservacion muy alto también
con las proteinas de insectos e invertebrados con casi un 80% de similitud de
aminodcidos (Figura D-3). La Unica diferencia significativa es el espaciado entre dos
residuos Cys en el segundo dedo de zinc del primer motivo ZnF, con dos
aminoacidos adicionales en proteinas de insecto (Oddo et al. 2016).

Debido a su elevada complejidad, la identificacion de los motivos de RNA
reconocidos por MBNLy el mecanismo por el cual se une a los transcritos regulando
el splicing sigue siendo objeto de estudio desde hace muchos afios. Varios estudios
han demostrado que la actividad es finamente regulada ya que pequeiias
mutaciones en las regiones mas conservadas son suficientes para producir cambios
significativos en la actividad reguladora de la proteina. Gracias a este enfoque se ha
podido determinar que ZnF1-2 controla la regulacidon del splicing mediante el
reconocimiento de los motivos del RNA YGCY, mientras que ZnF3—4 actéia como un
dominio de unidn al RNA general (Hale et al. 2018).

También ha sido establecido que otras regiones de la proteina contribuyen a su
actividad, entre ellas las secuencias espaciadoras entre un dedo de Zinc vy el

siguiente, complicando aiin mas las posibles variables (Grammatikakis et al. 2011).
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Razonando sobre el posible mecanismo de accién de los péptidos y estudiando la
secuencia de aminoacidos del sitio funcional de las proteinas MBNL, observamos
gue existe una similitud entre los aminoacidos que forman nuestros hexapéptidos
y aquellos que participan activamente en la interaccién con los RNA diana (Figura
D-3, aminoacidos evidenciados con colores).
En concreto, las versiones directa y reversa de Abpl y su derivado Abpl-e6k
comparten respectivamente 3 y 4 aminodcidos con la porcion final del ZnF1 de
humano y de Drosophila. Verosimilmente el motivo de la mejora de actividad
observada en el derivado Abpl-e6k podria deberse al aminoacido de mas que
comparte con la secuencia de la proteina (Figura D-3, panel a), y que podria

incrementar su afinidad para las potenciales dianas moleculares.
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Figura D- 3. Comparacion de los ZnF de MBNL y los péptidos.

a. Alineamiento de las secuencias del ZnF1 de Mbnl1, 2, y 3 de humano (hsa) y de MblC
de Drosophila (dme); se evidencian en los paneles coloreados las coincidencias con la
secuencia de Abp1 directo y reverso (rojo y naranja) y el derivado Abp1-e6k (amarillo). b.
Alineamiento multiple de motivos de ZnF1-2-3-4 de las proteinas humanas. Los tres
residuos de Cys y uno de His involucrados en la coordinacion de atomo de zinc estan
marcados por estrellas negras. Otros residuos fuertemente conservados en los dedos de
zinc tipo CCCH estan marcados por estrellas blancas. Los residuos involucrados en
interacciones hidréfobas dentro de los dominios ZnF estan marcados con circulos blancos;
se evidencian en los paneles coloreados las coincidencias con la secuencia los péptidos
con Cis en X; (Figura adaptada de He et al., 2008).
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Los péptidos con Cys en X3, por otro lado, comparten dos o tres aminoacidos (segun
el caso) alo largo de toda la regiéon CCCH de los cuatro ZnF de MBNL1-3. Se trata en
su mayoria de aminoacidos altamente conservados, que a veces pueden ser
especificos de un dedo de ZnF mas que de otro o de uno solo de los homdlogos de
MBNL (Figura D-3, panel b). Las coincidencias indicadas con el marco azul marinoy
verde claro en el panel b de la Figura D-3, apoyan ademas las conclusiones
alcanzadas tanto en el estudio computacional como en el analisis presentado en el
parrafo 2.1. De hecho, en ambos casos se indicaba que la presencia de residuos de
alanina (en X4) y glutamina (en Xs) es preferible con respecto a la presencia de
residuos de treonina y triptéfano, respectivamente.

Como anteriormente mencionado MBNL presenta elevada afinidad para el motivo
YCGY que, ademds de estar presente en las repeticiones téxicas, caracteriza las
secuencias de sus RNA diana. Asi mismo los péptidos podrian tener afinidad por las
dianas naturales de MBNL ademas de por las expansiones CUGs g, interaccionando
con ellas podrian influenciar el procesado alternativo de los mRNAs.

Un ejemplo de mecanismo parecido es el estudio presentado por Warf y
colaboradores. En este trabajo se demuestra que MBNL1 controla el splicing del
exon 5 en el pre-mRNA de troponina T cardiaca (cTNT), compitiendo directamente
con el factor de splicing esencial U2AF65 para la unién en el extremo 3’ del intrén
4. Cuando se impide que U2AF65 se una al pre-mRNA, la ribonucleoproteinas (que
es parte del espliceosoma) ya no se puede reclutar, provocando la exclusion del
exon siguiente (Figura D-4).

Se ha demostrado, ademads, que MBNL1 y U2AF65 parecen competir uniéndose a
estructuras del RNA mutuamente excluyentes. En concreto MBNL1 se une a una
porcidn del intrén con estructura de horquilla, mientras que U2AF65 se une a la
misma regidén con una estructura de cadena sencilla. Las mutaciones que estabilizan
la horquilla disminuyen la afinidad de unién de U2AF65 y también reprimen la

inclusion del exén 5, independientemente de MBNL1 (Warf et al. 2009).
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Asi mismo, la union de U2AF65 podria bloquearse si la interaccion de los péptidos
con el RNA provocase la estabilizacidn de una conformacién del mRNA no conforme
con la unién del factor de splicing.
Es posible que las pequenias diferencias de secuencias entre los péptidos produzcan
variaciones en la afinidad por las multiples secuencias diana, siendo por lo tanto

este mecanismo la raiz de la diversidad de los efectos observados en la célula.

Modelo de exclusion del exon 5

Unioén del factor de splicing y definicion del sitio de splicing
U2AF65

1
as.
U2AF65 MBNL1 jE .* *
Exon 4 . Ex6n 5 i peptidos

Exén 4 Exén 5

Reclutamiento del espliceosoma
b. O b, w, A/ﬁ’@
4 \ i +
Exdn 4 ﬁ.z Ex6n 5 vz Exén 6 Ex6n 4 Exén 5 w2 Exon6

Splicing de los intrones definidos

c. Espliceosoma ct.
Exan 4 Exon 5 Exon 6
/ Vv
Producto de splicing
d. dt.
Exon4 Exén5 Exonb Exn4 Ex6n6

Figura D- 4. Hipotesis de Mecanismo de Accion.

a. El factor de transcripcién U2AF65 se une al intrén con conformacién de cadena sencilla;
al. la union de MBNL1 (o de los péptidos) provoca la estabilizacién de una horquilla en el
intron bloqueando la unién de U2AF65. b. La union de U2AF65 al intrén recluta U2 a nivel
del intrén 4 y 5; b. sin la unién de U2AF65 en el intrén, U2 solo se une al intrén 5. c. Los
intrones 4 y 5 son procesados separadamente; c*. el intrén 4, el exén 5 y el intrén 5 son
procesados juntos. d. y d!. Representan los dos posibles productos de splicing.

Repetir los ensayos de unién (FID y DSF) sustituyendo la sonda (CUG), con sondas
representativas de alguna diana natural deberia ser, por lo tanto, uno de los
siguientes pasos para seguir con el estudio del mecanismo de accién de estos

péptidos (Cywoniuk et al. 2017)

133



Discusion
3. Evaluacidn y calificacion de los cuatro péptidos seleccionados seguin su
actividad en los modelos de la enfermedad.

Para proceder a la planificacion de los pasos futuros de este estudio, se procedié a
una evaluacidn general de los datos experimentales obtenidos para los cuatro
péptidos seleccionados. Para este propdsito, se asignd una puntuacion (de 1 a 4,
donde 1 es el peor resultado y 4 el mejor) al resultado logrado por cada péptido en
cada experimento, lo que genera una calificacidon parcial de las moléculas. Los
valores asi obtenidos se han insertado en una grafica “arafia”, ya que esto permite

una representacién altamente visual de la situacién general (Figura D-4).

Splicing —e—79-cpyaqe
—e—80-cpyawe

. Vuelo, mRNA ——81-cpytge
> 82-cpytwe
Escalada Proteina
\\ [

Atrofia V Sliberacién ®
Diferenciacién‘J —

Figura D-5. Evaluacion general de la actividad anti-DM1 de los cuatro péptidos
seleccionados.

En la grafica arafia se resume el conjunto de datos obtenidos durante la caracterizacion
de los péptidos 79-82. A cada efecto provocado por cada péptido se ha asignado una
puntuacion de 1 a 4, siendo 1 el resultado peor (zona central de la grafica) y 4 el mejor
(zona exterior de la grafica). En la figura se indican los ensayos que se han llevado a cabo
en el modelo muscular de la enfermedad en Drosophila (izquierda) y los que se han
llevado a cabo utilizando una linea celular de paciente DM1.

Siendo los mejores resultados los que se representan en el drea externa de la
telarafia y los peores los que se sitlan en su interior, se puede facilmente apreciar
que los péptidos 81 y 82 son los que poseen la actividad anti-DM1 mas eficaz.

Ademas, se puede observar como el péptido 81 presenta el mejor potencial
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terapéutico en células de paciente DM1 mientras que el péptido 82 es mas efectivo
en el modelo de la enfermedad en Drosophila. Esta ultima consideracion se puede
afiadir a los datos que soportan la hipdtesis de la existencia de diferentes
mecanismos de accidon segun la secuencia de los péptidos y el modelo en el que se

evalula su actividad.

4. Potencial traslacional de los hexapéptidos

Desde su inicio, el atractivo de este estudio se ha atribuido a las muchas
caracteristicas de los péptidos que hacen de ellos candidatos adecuados como
posibles farmacos. A esto se suma el hecho de que el potencial terapéutico de
Abpl, anteriormente demostrado, ya era un buen punto de partida para el
desarrollo de una nueva molécula con actividad bioldgica optimizada vy
posiblemente una nueva terapia anti-DM1.

Tal como se habia previsto, el caracter multidisciplinar de este proyecto ha
permitido obtener una gran cantidad de informacién nueva sobre los derivados de
Abp1l, sobre péptidos con secuencias relacionadas y sobre el mecanismo de accién
de todas las moléculas estudiadas.

Durante el estudio, nos hemos enfrentado en varias ocasiones a datos
completamente inesperados, como la actividad de los 15 péptidos en el modelo
celular humano, la subdivisiéon de los mismos en subgrupos con diferentes efectos
anti-DM1 y, finalmente, la diferencia entre el mecanismo de accién de Abply el de
los otros péptidos.

Para continuar el proceso de mejora de la molécula inicial (HIT) y alcanzar el
objetivo de identificar un nuevo compuesto candidato a farmaco (LEAD), hay mas
estrategias posibles que se pueden emprender en paralelo.

Por un lado, de hecho, se podria proceder al estudio de una segunda generacion de

derivados de Abp1l, sintetizados haciendo uso de los nuevos datos obtenidos para
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disefiar modificaciones mas especificas y, por lo tanto, mas eficientes, como se
propone en los parrafos del capitulo 2 de la discusion.

Por otro lado, se podria profundizar el estudio de los otros péptidos,
considerandolos como un nuevo punto de partida. De hecho, la presencia de
actividades en la célula representa por si mismo un gran paso adelante. Llevar a
cabo los experimentos de unién de hexapéptidos con los que representan los
objetivos naturales de MBNL1, podria llevar a la identificacién de un mecanismo de
accion absolutamente innovador y, sin duda, brindara informacién importante

sobre los procesos que subyacen a su funcionamiento.

cpytqe cpyawe cpyagqw

=+ Potencial terapéutico =

Figura D-6. Clasificacion de los péptidos segun su potencial terapéutico.

Los datos relativos a cada uno de los péptidos, representados en la figura D-4 se han
separado en cuatro graficas arafia; estas han sido ordenadas en orden de potencial
terapéutico decreciente (de izquierda a derecha).

Finalmente, entre los cuatro péptidos seleccionados, el 81 es el mas prometedor,
ya gue posee la mayor eficacia en célula humana y efectos positivos significativos
también en Drosophila. Esto nos permite definirlo como el péptido mas completo y
por lo tanto el mejor candidato para un perfeccionamiento adicional (Figura D-5).
Por estas razones, a partir de ahora, nos referiremos al péptido 81 con el nombre
de Abp2.

El uso de Abp2 como base para realizar modificaciones similares a las realizadas
en Abpl es otra estrategia extremadamente interesante. Por ejemplo, realizar en

su secuencia la modificacion “e6r” aumentaria la coincidencia de aminoacidos con
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la regidn de la primera cisteina de los ZnF1y 3 (Figura D-3, panel b, rectangulo azul
marino), mejorando verosimilmente su afinidad por los RNA diana. Asi mismo,
cualquiera de las otras modificaciones beneficiosas para Abpl conllevaria un
beneficio mayor si se aplicara a Abp2 que ya presenta actividad en la célula.

Todo lo anteriormente descritos indica posibles caminos que preceden el estudio
preliminar en el modelo de la enfermedad en ratdn, tal y como se hizo por Abp1.
Posteriormente, si se consiguieran los resultados esperados, considerando la
ausencia total de toxicidad y de posibles efectos secundarios debidos a la
administracién de los péptidos, seria posible aspirar a las etapas subsiguientes en
el proceso de desarrollo de un farmaco, acercdndose cada vez mas al

descubrimiento de un tratamiento curativo para la distrofia miotdnica.
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Conclusiones

Las conclusiones que pueden extraerse de los resultados presentados en este

trabajo son las siguientes:

Las modificaciones disefiadas sobre la secuencia de Abp1 han llevado a la sintesis
de 5 péptidos derivados con actividad anti-DM1 mejorada, como demuestra el
potenciamiento del rescate del fenotipo atréfico en el modelo de la enfermedad

en Drosophila.

La evaluacidn del conjunto de datos obtenidos tratando células de pacientes
DM1 con los péptidos derivados de Abpl, permite el planteamiento de las
siguientes modificaciones, potencialmente necesarias para el
perfeccionamiento de la actividad de los compuestos: |a sintesis de Abpl en su
versién de peptamero; la incorporaciéon de un espaciador de glicinas entre el
péptido original y el fragmento TAT; la conjugacién de Abpl con un fragmento

peptidico de poli-arginina.

En un grupo de hexapéptidos, con secuencia parecida a Abp1 péptidos (79-94),
se ha evidenciado la presencia de actividad anti-DM1 en células de pacientes. El
tratamiento de las células con los péptidos rescata el splicing alternativo de
varios transcritos tipicamente alterados en la enfermedad e influencia los niveles

de expresion de las proteinas MBNL1 y MBNL2 responsables de su regulacion.

La evaluacién de los diversos efectos producidos por el tratamiento de células
de pacientes DM1 con los hexapéptidos ha evidenciado la presencia de
subgrupos de compuestos: los péptidos 79, 80, 81 y 82, que presentan una
cisteina en primera posicién, produce rescates en splicing y sube los niveles de

transcrito de MBNL1; los péptidos 83, 84 y 85, que presentan una cisteina y
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glutamina en primera y segunda posicién, rescatan eventos de splicing

reduciendo los niveles de transcrito de MBNL2.

Los péptidos seleccionados 79-82 poseen una significativa actividad anti-DM1 en
el modelo celular de la enfermedad, la cual esta ausente en Abp1. Esta diferencia
de actividad se refleja en un distinto modo de interaccion entre los compuestos
y las expansiones CUGs. En concreto el péptido Abp1 estabiliza las repeticiones
en su conformacién de cadena sencilla mientras que los péptidos seleccionados

79-82 interaccionan con el RNA sin provocar su linearizacién.

Para los péptidos de la seleccién (79-82) se proponen diferentes modelos de
interaccion con el RNA toéxico. El estudio computacional indica que los péptidos
79 y 80 pueden interaccionar con varios nucleétidos de las dos hebras de la
horquilla; en cambio los péptidos 81 y 82 reconocen nucledtidos de una cadena

sencilla.

Comparando las secuencias aminoacidicas de los péptidos con las de las regiones
CCCH de MBNL, se han detectado coincidencias en posiciones altamente
conservadas de la proteina, los cuales son fundamentales para la interaccion
tanto con el RNA téxico como con sus dianas naturales. Las relaciones entre la
estructura y la actividad de los péptidos seleccionados pueden orientar los

futuros programas de mejora de las moléculas.

La caracterizacion de la actividad bioldgica de los péptidos 79-82 ha evidenciado
efectos anti-DM1 significativos tanto en el modelo celular como en el modelo en
Drosophila de la enfermedad. Sin embargo, el tratamiento de células de
pacientes con el hexapéptido 81 produce los rescates mejores en la mayoria de

los fenotipos DM1 estudiados, sugiriendo que su actividad bioldgica pueda ser



terapéuticamente util. Por lo tanto, el péptido 81, que se indicara a partir de
ahora con el nombre de Abp2, se propone como candidato a compuesto LEAD,
siendo su estructura el mejor punto de partida para el desarrollo de un

tratamiento que pueda ser testado clinica mente.
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Material y Métodos

1. Material

1.1. Material biolégico

1.1.1. Linea celular

Hemos trabajado con dos lineas celulares distintas de fibroblastos humanos. Una de las dos
lineas estd constituida por células derivadas de un paciente de DM1 (~2600 CTG) y la otra
por células de una persona libre de la enfermedad, ambas proporcionadas por el Dr. Denis
Furling (Institute of Myology, Paris, Francia). El laboratorio cuenta con el permiso necesario
del Comité de Etica de Investigacién Clinica de Incliva (CEIC) para la utilizacién de muestras
humanas. Este modelo celular consiste en células inmortalizadas que muestran defectos
moleculares caracteristicos de DM1, tales como agregados de RNA en el nucleo o defectos
en el splicing alternativo y, por tanto, son utiles para probar compuestos terapéuticos
(Arandel et al., 2017). Estos fibroblastos aislados de una biopsia de piel se inmortalizaron
mediante la reexpresiéon de TERT y de CDK4. Ademds, para conseguir lineas de células
musculares se utiliza el sistema de induccién Tet-on para inducir la expresion del factor de
regulacion miogénica (MYOD1) con doxiciclina, mediante la activacion del programa
miogénico, y asi tener mioblastos y, de ahi miotubos. Por lo tanto, se trata de células
modificadas genéticamente para poder ser transdiferenciado, cuando necesario,
simplemente afiadiendo en el medio de diferenciaciéon doxiciclina (detallado en la

Introduccién capitulo 5.4.)

1.1.2. Cepas de Drosophila melanogaster
Las siguientes lineas de mosca, resumidas en la Tabla MM-1, fueron utilizadas a lo largo de

este trabajo.

Tabla MM-1. Cepas de Drosophila melanogaster utilizadas en este trabajo
Genotipo Origen

1118 Bloomington Drosophila Stock Center,

Cepade referencia
P w Universidad de Indiana

. Dr. G. Davis (University of California San
Linea Gal-4 Mhc-Gal4 (cr.2) . ] . (Control)
Francisco, California, EEUU)

Linea recombinante Mhc-Gald UAS-CTG 44,/TM6b (Garcia-Lopez 2011) (DM1)
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Todos los ensayos se llevaron a cabo a 25°C en medio nutritivo estandar, preparado segun
la siguiente receta:

Cantidades para 80 tubos/40 botellas:

H20 1L
Agar 105¢
Levadura 60g
Harina de soja 10g
Harina de maiz 60g
Azlcar 50g
Extracto de malta80 g
Antifungico:
Ac. Propiénico 5mL
Etanol 10 mL
Nipagin 3g

Preparacion:

e Disolver el agar con la mitad de agua hasta que hierva;

e Disolver el resto de componentes, excepto el antihongos, con el resto de agua;
e Afadir al agar con el agua hirviendo;

e Remover la mezcla hasta que espese y retirar del fuego;

e Espera 5 miny afiadir el antihongos antes de dosificar;

1.2. Enzimas

En la Tabla MM-2 se detallan los enzimas utilizados a lo largo del presente trabajo, asi como

su procedencia.

Tabla MM-2. Enzimas utilizados

Enzimas Casa comercial

Go Taq Promega

DNasal Invitrogen

RNasaA Roche

TagMan Thermo Fisher

SuperScript Il Transcriptasa Reversa Invitrogen
1.3. Kits

En la tabla MM-3 se nombran los kits comerciales usados en este trabajo.

Tabla MM-3. Kit comerciales utilizados

Kit Casa comercial
BCA Protein Assay Pierce

ECL Western Blotting Substrate Pierce
CellTiter 96® Promega
VECTASTAIN ABC Vector
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1.4. Oligonucleédtidos

Todos los cebadores utilizados fueron sintetizados por la compafiia Sigma Aldrich.

1.4.1. Cebadores para PCR

En la Tabla MM-4 se muestran los cebadores utilizados en PCR convencional.

Tabla MM-4. Cebadores utilizados en PCR convencional para amplificacion de cDNA

o
Cebador Secuencia (5' ->3') Exén Temps ratura n' de
(°c) Ciclos
GAPDH D CATCTTCCAGGAGCGAGATC 5 57 29
GAPDH R GTTCACACCCATGACGAACAT
BIN1 D CTCAACCAGAACCTCAATGATGTG 1 63 30
BIN1 R CTGAGATGGGGACTTGGGGAG
cINT D ATAGAAGAGGTGGTGGAAGAGTAC 5 55 27
cTNT R GTCTCAGCCTCTGCTTCAGCATCC
DMD D GTGAGGAAGATCTTCTCAGTCC 79 59 30
DMD R CTCCATCGCTCTGCCCAAATC
ADD D GGACGAGGCTAGAGAACAGAAAGAAAAGA 15 60 30
ADD R TTGGGAAGCCGAGTGCTTCTGAA
SPTAN-1 D GATTGGTGGAAAGTGGAAGTGAACGAT 23 60 30
SPTAN-1 R TGATCCATTGCTGTAGTTCATTCGCT
CAPZB D GGAGAAGGATGAAACTGTGAGTG 3 60 30
CAPZB R CAGAGGTTTAGCATTGCTGCT
DLG1 D AGCCCGATTAAAAAACAGTGA 19 55 30
DLG1 R CGTATTCTTCTTCGACCACGGT

1.4.2. Cebadores para PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR)
En la Tabla MM-5 se muestran los cebadores utilizados para cuantificar los niveles de mRNA

mediante qPCR usando la enzima Tagman;

Tabla MM-5. Cebadores utilizados en qPCR

Cebador Secuencia (5'->3') Concentracion
GAPDH -MAX /5MAXN/CGCCTGGTCACCAGGGCTGCT/3BHQ_1/ 5uM
GAPDH D CAACGGATTTGGTCGTATTGG 3uM
GAPDH R TGATGGCAACAATATCCACTTTACC 3uM
MBNL1 -FAM /56-FAM/ACCGATTGCACCACCAAACTCCATTGCA/3IAbRQSp/ 5uM
MBNL1 D CTGCATCTGTCTATGCCAAACT 6uM
MBNL1 R GGGAATCTCCTCACAGCTGAAT 6uM
MBNL2 -FAM /56-FAM/ACCGGTCACTGTCCCGGGCTCAACT/3IAbRQSp/ 5uM
MBNL2 D CCACCACGCCTGTTATTGTT 6uM
MBNL2 R CAGTCCTGAGAAGTTTCTGAGTTG 6uM

149



150

Material y Métodos

1.5. Anticuerpos

En la Tabla MM-6 se presentan todos los anticuerpos primarios y secundarios, asi como
otros reactivos utilizados para realizar tinciones. También se especifica la procedencia de

cada uno, los tiempos de incubacion y la concentracién utilizada segun la aplicacién.

Tabla MM-6. Anticuerpos y colorantes usados en este trabajo

Anticuerpo Animal Concentracion Tiemp.tf Temperatura Uso Casa comercial
hospedador incubacion (°c)

Anticuerpos primarios
anti-MBNL1 ratén 1:1000 TN 4°C WB Abcam (ab77017)
anti-MBNL1 raton 1:200 TN 4°C IF Sigma-Aldrich (clon HL-1822)
anti-B-actina ratén 1:5000 1 hora TA WB  Sigma-Aldrich (clon AC-15)
anti-Desmina conejo 1:200 2 horas TA IF Abcam (ab15200)
anti-LC3 conejo 1:200 TN 4°C IF Sigma-Aldrich (clon 12K5)
Anticuerpos secundarios
anti-raton-1gG-POD cabra 1:5000 1 hora TA WB Sigma-Aldrich
anti-ratén-biotin cabra 1:200 1 hora TA IF Sigma-Aldrich
anti-conejo-biotin cabra 1:200 1 hora TA IF Sigma-Aldrich
anti-raton-FITC cabra 1:100 1 hora TA IF Sigma-Aldrich
anti-conejo-FITC cabra 1:100 1 hora TA IF Sigma-Aldrich
Otros colorantes
DAPI 2 pg/ml 20 min TA IF Vector
Hoechst 33342 5 pug/ml 30 min TA IF Sigma
Estreptavidina-FITC 1:200 2 hora TA IF Vector
Estreptavidina-TR 1:1000 45 min TA IF Vector
LysoTracker 1:10000 30 min 37°C - Invitrogen

1.6. Programas informaticos

Los programas nombrados en la Tabla MM-7 se han utilizado tanto para el procesado y el

analisis de imagenes como para la generacion de graficas, tablas y para el andlisis estadistico

de los datos.
Tabla MM-7. Programas informaticos

Programa Aplicacion Referencia
Primer Express Software v 3.0 Disefio de cebadores para qPCR Applied Biosystems
Imagel v.1.43u Andlisis deimagen (Abramoff et al. 2004)
Photoshop Procesado de iméagenes para analisis Adobe
INCell Investigator analysis software v 1.3 Analisis de imagen INCell GE Healthcare
Zen (Blue Edition) Andlisis de imagen Confocal Carl Zeiss Microscopy GmbH
Excel 2016 Elaboracién y almacenaje de datos Microsoft
Graphpad prism 5 Representacion gréfica y analisis GraphPad Software

estadistico
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1.7. Aparataje

Los siguientes aparatos se utilizaron durante este trabajo.

Tabla MM-8. Aparatos utilizados para la realizacion de los experimentos
Aparato Modelo

Centrifugas 5430, Eppendorf
5804 R, Eppendorf
5413 R, Eppendorf
Contador de células Countess, Invitrogen
Criostato CM 15108, Leica
Espectrofotémetro NanoDrop 2000, Thermo Scientific
Lector de placas Infinite 200 Pro, TECAN
Lupa MZ APO, Leica
Microscopios DM2500, Leica
DMA4000 B LED, Leica
Confocal LSM 900, ZEISS
GE In Cell Analyzer 2000
Nutator Clay Adams® Brand
Sistema para digitalizacion de imagenes ImageQuant LAS 4000, HealthCare
Sistema purificacion de agua Milli-Q, Millipore
Sistema transferencia de proteinas Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell
Termocicladores GeneAmp PCR System 9700, Applied Biosystems
Step-One Real Time PCR, Applied Biosystems
Ultramicrotomo UltracutE, Reichert & Jung

1.8. Recursos en red
En la Tabla MM-9 se detallan las bases de datos consultadas y las aplicaciones en red

utilizadas durante este trabajo.

Tabla MM-9. Bases de datos

Base de

Descripcion Direccién en lared Referencia
datos
Gendmicay genética de

FlyBase diferentes especies de flybase.org (Tweedie et al. 2009)
Drosophila

GenBank Secuencias nuclleotldlcas yde www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank (Benson et al. 2011)

proteinas
Genética, gendmicay biologia

Ensembl molecular de diferentes www.ensembl.org (Flicek et al. 2011)
organismos

PubMed Consulta bibliografica www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed (Lu 2011)

151



152

Material y Métodos

2. Métodos

2.1. Métodos moleculares

2.1.1. Extraccion de RNA de células humanas

Para la extraccion de RNA se siguid el protocolo de aislamiento de RNA, especifico para
células en monocapa, con el reactivo Trizol (Thermo Fisher). Antes de empezar se procede
a retirar el medio de cultivo y lavar rapidamente los pocillos con PBS. La lisis celular se
obtiene agregando un volumen adecuado de Trizol directamente al pocillo (en nuestro caso
0.5 ml) y utilizando un raspador para recoger todo el material. Las muestras se trasfieren en
viales donde se afiaden 0.2 ml de cloroformo por cada ml de Trizol. Se remueve
vigorosamente la mezcla durante 15 segundos, se deja reposar 2-3 minutos a temperatura
ambiente y se centrifuga durante 15 minutos a 12.000 x g a 4°C. Tras este pasaje la mezcla
se separa en tres capas: una parte inferior roja, una interfase y una fase acuosa e incolora
superficial donde se encuentra el RNA. La fase acuosa se transfiere a un tubo nuevo
prestando atencidn a no tocar las otras dos fases para no contaminar la muestra. Se afiaden
0.5 ml de isopropanol por cada ml de trizol, para provocar la precipitacion del RNA. Las
muestras se incuban a temperatura ambiente durante 10 minutos y seguidamente se
centrifuga a 12.000 x g durante 10 minutos a 4°C. El RNA se encuentra como un pellet
blanquecino que tiene que ser separado del sobrenadante y lavado dos veces con etanol al
75%, centrifugando a 7.500 x g durante 5 minutos a 4°C. Se deja que las muestras se sequen
al aire y a continuacion se pueden disolver con agua milliQ y se cuantifica de RNA presente

en cada vial con el espectrofotdmetro Nanodrop 2000c (Thermo Fisher).

2.1.2. Tratamiento con DNasa y Retrotranscripcion (RT)

El primer paso en la retrotranscripcion es el tratamiento con DNasa | para eliminar restos
de DNA gendmico que pudiera estar contaminando las extracciones. Para ello, se partié de
1 ug de RNA total al que se le afiadié 1 pl de DNasa | (Invitrogen), 1 pl de tampdn 10X y agua
hasta un volumen total de 10 pl. La reaccion se incubé 15 min a temperatura ambiente. La
enzima se inactivé por adicidn de 1 pl de EDTA 25 mM seguido de un paso de 10 min a 65°C.
A continuacidn, para la sintesis de cDNA se afiadié en el tubo de la digestion 1 pl dNTP 10
mM (Biotools) y 1 pl de hexameros (Roche). La mezcla se incub6é 5 min a 65°C para

desnaturalizar el RNA. Los tubos se introdujeron inmediatamente en hielo y se afadieron 8
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pl del mix formado por 1 pl retrotranscriptasa SuperScript Il (Invitrogen), 4 pl del tampén
5X, 2 Wl DTT 0,1 M y 1 ul de inhibidor de RNasa (Invitrogen). La reacciéon de
retrotranscripcion se llevé a cabo en un termociclador con un paso inicial de 25°C, 3 min

seguido de 1 h a42°Cy 15 min a 70°C.

2.1.2.1. PCR convencional

Las reacciones de PCR se realizaron con el enzima goTaq siguiendo las recomendaciones del
fabricante. En la Tabla MM-4 se enumeran los diferentes cebadores utilizados para
amplificar cDNA por PCR estandar y las condiciones de cada pareja de cebadores. Los

productos de PCR se separaron por electroforesis utilizando geles de agarosa al 2-3%.

2.1.2.2, PCR cuantitativa

Para este tipo de ensayo se utilizé6 como molde el cDNA obtenido de la retrotranscripcion.
Los cebadores y las sondas utilizadas en este experimento estan detalladas en la tabla MM5.
Para la cuantificacion de niveles de transcrito de MBNL1 y MBNL2 se utilizaron los mix para
sondas Tagman de Solis BioDyne siguiendo las instrucciones del fabricante. Como molde, se
partié de 4 ng de cDNA. Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador Step-One
Real Time PCR (Applied Biosystems). En todos los casos se realizaron tres réplicas bioldgicas
y tres réplicas técnicas por muestra bioldgica. Los niveles de expresidn se normalizaron con

respecto al gen de referencia utilizando el método 224,

2.1.3. Extraccion de proteina de células humanas

Para la extraccién de la proteina total de las células tratadas con los diferentes péptidos, se
colocaron las placas en hielo y se sustituyd el medio de cultivo por 500 ul de tampdn de lisis
RIPA (NaCl 150 mM, IGEPAL al 1%, desoxicolato de sodio al 0.5%, SDS al 0.1%, Tris-HCI 50
mM, pH de 8.0) suplementado con los inhibidores de proteasas y de fosfatasas (Protease
Inhibitor y phosStop; Roche). Se raspé el fondo de la placa con un raspador de células para
despegar las células y se recogioé el sobrenadante en un tubo vacio y se procedid al sonicado
de la muestra. Tras haber sonicado las células para facilitar la ruptura de las membranas, se
centrifugd a 12000 g durante 5 min a 4°C para eliminar los restos celulares. Se recogio el

sobrenadante y se almacené a — 20°C.
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2.1.3.1. Cuantificacion de proteina
La cantidad de proteina de las muestras se cuantifico con el kit BCA Protein Assay (Pierce),

siguiendo las instrucciones del fabricante.

2.1.3.2. Deteccion de proteinas por Western blot

Electroforesis

En primer lugar, se prepararon las muestras calculando el volumen correspondiente a 35 g
de proteina de células tratadas con cada uno de los péptidos. A cada vial se le afiadieron 3.7
ul de tampdn de carga para proteinas 8X y agua hasta un volumen final de 30 pl. Los tubos
se taparon con Parafilm, se hirvieron durante 5 min, y se colocaron inmediatamente en
hielo. Las proteinas se separaron mediante electroforesis en geles de
acrilamida/bisacrilamida discontinuos SDS-PAGE en el sistema Mini-protean Electrophoresis
System (Bio-Rad) en tampdn de electroforesis (27 mM Tris, 200 mM glicina, 0.1% SDS). El
amperaje utilizado fue constante y de 12 mA/gel. Como referencia se cargd el patréon de

peso molecular Precision Plus Protein Dual Color Standard (Bio-Rad).

El gel separador (resolving gel) se prepard siguiendo las indicaciones del proveedor con los
siguientes componentes y proporciones:

e 0.37 M Tris-Cl pH 8,8

e 32.5% Acrilamida/bisacrilamida (37,5:1)
e 0.1%SDS

e 0.05% APS

e 0.05% TEMED

Las proporciones utilizadas para el gel empaquetador (stacking gel) fueron:

e 0.08 M Tris-Cl pH 6,8

e  12.4% Acrilamida/bisacrilamida (37,5:1)
e 0.1%SDS

e 0.05% APS

e 0.01% TEMED

Electrotransferencia

Tras la electroforesis, se procedio a la electrotransferencia de las proteinas a una membrana

de nitrocelulosa de 0.45 micras (GE Healthcare) utilizando un sistema de transferencia
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semiseco (Bio Rad). Este proceso se llevd a cabo con un amperaje constante de 45 mA

durante 1 h siguiendo las indicaciones del fabricante.

Papel de filtro
Cétodo
/ Gel
Direccion de Membrana
transferencia ‘\
Papel de filtro
Anodo

Figura MM- 1. Sistema de transferencia en semi seco.
La celda de transferencia semiseca Trans-Blot SD permite una transferencia rapida,

eficiente y econdmica. Las transferencias se pueden completar en 15-60 min con un gasto

minimo de buffer.

Inmunodeteccidn

Tras la electrotransferencia, las membranas se equilibraron en PBST (fosfato sédico 10 mM,
NaCl 0.9 %, Tween 20 1 %) y se bloquearon durante 1 h en soluciéon de bloqueo. Como
solucién de bloqueo se utilizd leche desnatada al 5 % en PBST. Seguidamente, las
membranas se incubaron con el anticuerpo primario anti-MBNL1 durante toda la noche a
4°C a una concentracion de 1:1000. Tras la incubacién con el anticuerpo primario lavamos
las membranas 3 veces con PBST durante 5 min. Para detectar por quimioluminiscencia
utilizamos el anticuerpo secundario conjugado a la peroxidasa del rdbano (HRP) a una
concentracion de 1:5000. Incubamos el anticuerpo secundario durante una hora a
temperatura ambiente y lavamos 3 veces con PBST durante 5 min. Todas las incubaciones
se realizaron en agitacién suave. Para la deteccién quimioluminiscente se uso el sustrato
ECL Western blotting substrate (Pierce) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las
imagenes se obtienen con el ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare) y la cuantificacion se

lleva a cabo mediante ImagelJ Software (NIH).
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2.2. Manejo de Drosophila melanogaster

Las moscas se cultivaron en medio estandar a 25°C, y se cambiaron a recipientes con medio
fresco cada 10-15 dias. Para establecer cruces genéticos, se seleccionaron hembras virgenes

(6-10 individuos/cruce), de la linea w118

y se colocaron junto con machos Mhc-Gal4 o Mhc-
Gal4 UAS-CTGaso/TM6b en tubos con comida fresca a 25°C. A los 2 dias, se pasaron los
progenitores a nuevos tubos con la finalidad de amplificar el cruce establecido. A los 10-11

dias, se recogieron los adultos.

2.2.1. Alimentacion con los compuestos a probar

Se prepararon diluciones de cada compuesto utilizando DMSO 10%. Se pipeted el mismo
volumen de cada dilucién en cada tubo y rdapidamente se afiadié comida recién hecha y
todavia liquida. Enseguida se agitaron vigorosamente los tubos con un vortex durante 10
segundos. El tiempo de agitacion necesario para obtener una mezcla uniforme se determind
con ayuda de un colorante.

En el caso de suministro del compuesto en estadio larvario L1, los cruces se pusieron
directamente en tubos con comida mezclada con los péptidos, para que asi las larvas ya
injirieran la comida desde el nacimiento.

Si la administracion de tratamiento se empezaba en adulto, los cruces se pusieron en
comida estandar y los individuos de la F1 se recogieron el dia 1 después de la eclosién y se

pasaron a tubos con comida mezclada con compuestos.

2.2.2. Ensayos funcionales
Para la ejecucion de los ensayos funcionales se utilizaron moscas adultas de 7 dias

alimentadas con los hexapéptidos como descrito anteriormente.

2.2.2.1. Ensayo de escalada

El ensayo de escalada de las moscas se basa en su caracteristico geotropismo negativo que
hace que se muevan siempre hacia arriba en un espacio limitado (Figura MM-2). Se
recogieron 30 machos por cada tratamiento (incluyendo los controles negativos) y se
repartieron en tres tubos. Cada tubo tiene un diametro de 1 centimetro y una altura de 25
centimetros y se coloca en posicidn vertical. Tras haber esperado unos minutos para que

las moscas se acostumbren al nuevo espacio, se empezd la grabacion y se dieron ligeros y
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repetidos golpes para que todas las moscas cayesen al fondo del tubo. Se grabé durante 30
segundos y los videos obtenidos se analizaron como se explica en el apartado 2.5.5.

(Madabattula et al. 2015).
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Figura MM- 2. Representacion del ensayo de escalada.

Se considera T de la grabacion el momento en el que todas las moscas estan en el fondo
del tubo y empiezan a subir en su interior. Tras 30 segundos las moscas suelen estar en
la parte superior del tubo y se interrumpe la grabacion. Cada mosca sube cuando todas
las. El fermo imagen del Ty se utiliza para calcular la velocidad de escalada de las moscas
que han recibido cada tratamiento.

2.2.2.2. Ensayo de vuelo

Para la evaluacién de las capacidades de vuelo se necesita de un cilindro de plastico rigido,
con un didmetro de 25 cm aproximadamente y 90 cm de alto. En su interior se coloca una
ldamina de tamafio suficiente para forrarlo, untada con pegamento de manera uniforme. En
la base del cilindro se pone una lamina circular de plastico, con pegamento como
anteriormente descrito y al otro extremo se posicionan un embudo y otro cilindro rigido
con didmetro suficiente para acoger un tubo de moscas.

Se recogieron 100 machos por genotipo y se separaron en 4 tubos. Tras retirar el tapén del
tubo, rdpidamente se suelta el tubo en el primer cilindro dejandolo caer. Este chocara
contra la parte interior del embudo y las moscas saldran acabando en el cilindro de tamafio

mayor. Aquellas que puedan volar irdn a apoyarse en la parte superior de la ldmina con
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pegamento. Por otro lado, las que tengan dificultad en cumplir los movimientos necesarios
para mover las alas, tardaran mas en volar y se pegaran mas abajo tras una breve caida. Por

ultimo las que no sean capaces de coordinar los movimientos alares caeran al suelo
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Figura MM- 3. Representacion del ensayo de vuelo.

Cada tubo con 25 moscas se suelta con fuerza en el tubo de lanzamiento y a través del
embudo entra en el cilindro cubierto de pegamento. las moscas que pueden volar se pegan
en las paredes a una altura directamente proporcional a su capacidad de reaccionar después
de la caida. Las que no pueden volar caen en el circulo colocado en el suelo y se quedan
atrapadas en el pegamento. se adquiere una foto de la ldmina para el calculo de la altura de
aterrizaje.

Una vez lanzados los 4 tubos se retiraran el cilindro pequeio y el embudo para poder
extraer la lamina con el pegamento, apoyarla en una superficie plana y adquirir una foto
que incluya todos los margenes. Para mejor comprension véase la Figura MM-3 (Babcock

and Ganetzky 2014).
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2.2.3. Andlisis histoldgico de secciones semifinas de musculo

2.2.3.1. Protocolo de inclusion de las muestras en resina

Doce moscas hembras por genotipo se anestesiaron bajo la lupa y con ayuda de un bisturi
se les eliminaron las patas, alas y cabeza y se les realizé un corte en la parte inferior del
abdomen, para facilitar la penetracion del fijador. Las moscas asi preparadas se pasaron
inmediatamente a hielo. Se colocaron 6 moscas en cada tubo anteriormente rellenado con
200 pl de la solucién A formada a partes iguales por paraformaldehido 4%, glutaraldehido
8%, Na2HPO4 0.2 My NaH2P04 0.2 M, por un tiempo maximo de 30 minutos. A continuacion,
se afiadieron (en campana de extraccion de gases) 200 pl de la solucidn B formada por el
50% de solucién A y el 50% de OsOs (tetraoxido de osmio) y se incubaron por otros 30
minutos en hielo. Seguidamente, se retiré todo el liquido y se reemplazé por 200 pl de la
solucién B y se dejo durante 1 o 2 horas en hielo. Se retiré el liquido y las muestras se
deshidrataron mediante pases de 5 min en hielo de etanol al 30%, 50% y 70%. Los tres
ultimos se realizaron a temperatura ambiente con etanol al 90% y 100% (2X). Los siguientes
pases se realizaron a temperatura ambiente con 6xido de propileno (2 pases 10 min). Las
muestras se dejaron toda la noche en una mezcla formada por partes iguales de éxido de
propileno y resina epoxi (Sigma). Al dia siguiente, le mezcla se reemplazé por resina epoxi
donde se dejaron durante un minimo de 4 h. A continuacién, se rellenaron moldes con
resina y se colocaron las moscas. La resina se dejé polimerizar parcialmente introduciendo
los moldes 45 min en una estufa a 70°C, tiempo tras el cual se recolocaron las moscas y se
orientaron en la direccidn deseada. Luego se dejaron toda la noche en la estufa hasta su
completa polimerizacion. Todo el protocolo se llevd a cabo con dos pares de guantes y en
campana de extraccion de gases debido a la gran toxicidad de los materiales utilizados.

Al dia siguiente se extrajeron los bloques de resina polimerizada de los moldes y se tallaron
bajo la lupa con una cuchilla para orientar los térax y para eliminar el material sobrante. Los
cortes semifinos de 1.5 um se realizaron en un ultramicrotomo (Reichert & Jung) y se
colocaron en portaobjetos gelatinizados. Las muestras se tifieron con azul de toluidina ya
que el contraste generado por el dsmio a veces no es suficiente. Para ello, sobre el
portaobjetos con las muestras se colocan algunas gotas de azul de toluidina suficientes para

cubrir el tejido. El portaobjetos se coloca sobre una placa a 60°C durante 2 min.
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Seguidamente se realizan sucesivos lavados con agua destilada sobre la placa caliente para
eliminar el excedente de azul de toluidina. Una vez secos, se montaron con DEPX y se
cubrieron con un cubreobjetos. Las imagenes se tomaron en microscopio con un aumento

de 100x en campo claro (Selma-Soriano et al. 2018).

2.3. Métodos celulares

2.3.1. Congelacion y descongelacion de células

Las células se almacenaron congeladas en un tanque de N liquido (Servicio de cultivos
celulares, SCSIE, Universitat de Valéncia). Para la congelacién, aproximadamente 108 células
se recogieron por centrifugacion a 100 g durante 5 min. Tras la centrifugacién
resuspendimos las células en 10 mL de medio de congelacién (medio completo y 10 % de
DMSO). Seguidamente se prepararon alicuotas en crioviales de 1 mL y se introdujeron en
un criocontenedor (Nalgene) con isopropanol. Tras almacenar el criocontenedor en un
arcon de -80°C durante toda la noche transferimos las células al tanque de N2 liquido. El
isopropanol proporciona una tasa de congelacidn constante de -1°C/min. Al dia siguiente,
una alicuota se descongeld para comprobar la viabilidad del cultivo.

Para descongelar los cultivos, sacamos un vial del tanque de N liquido y lo descongelamos
parcialmente a temperatura ambiente. Pasamos las células a un frasco de 75 cm? y
afiadimos 12.5 mL de medio completo. Al dia siguiente sustituimos el medio por medio

completo para eliminar los restos de DMSO vy las células inviables.

2.3.2. Condiciones de cultivos de fibroblastos

Los fibroblastos humanos se cultivaron en medio completo: DMEM con 4.5 g/L de glucosa
(Gibco) suplementado con suero bovino fetal al 10 % (Gibco) y estreptomicinay 1 % de
penicilina/estreptomicina (Invitrogen). Las células se crecieron en botellas de 25 cm? y 75

cm? a 37°C en una estufa con 5% de COa.

2.3.3. Recuento de células

Para calcular el nimero de células en cultivo hicimos una dilucién del cultivo 1:20 en medio
completo. Introdujimos 10 plL de la diluciéon en una camara de Neubauer (0.1 mm de
profundidad y 0.0025 mm? de superficie) y contamos el nimero de células presentes en las

4 cuadriculas de los extremos en cada una de las 2 cdmaras. La media del recuento de las 2
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camaras ( N) se multiplicé por el factor de dilucién y el factor de la cAmara para obtener el

numero de células por mililitro del cultivo (n/mL = N x5x 10%).

2.3.4. Siembra

Se sembraron en todos los casos y por triplicado: (1) células DM1 tratadas con los péptidos,
(2) células DM1 con y sin DMSO vy (3) células sanas con y sin DMSO. Para la extraccion de
RNA y proteina las células se sembraron en placas de seis pocillos cada una. A cada pocillo
se afiadieron 2 ml de células diluidas con medio de cultivo a una densidad de 80.000 cel/ml
y se dejaron crecer a 37°C.

En cuanto a la preparacidn de las muestras para la inmunofluorescencia la siembra de las
células se realizé en placas de 24 pocillos en los que se sembramos 500 Bl de células a una

densidad de 80.000 cel/ml diluidas con medio de cultivo.

2.3.5. Transdiferenciacion a mioblastos
En las lineas celulares utilizadas, la induccién del programa miogénico se produce por la
expresién del gen MyoD de raton bajo el sistema Tet-on. La activacién transcripcional

controlada por tetraciclina es un método de expresién génica inducible donde Ia

a. ’ ﬁH

MYOD1 proteina
Doxiciclina 1 . .

apr— © °
Y —

Figura MM- 4. Representacion esquematizada del sistema Tet-on.
En condiciones no permisivas, las células inmortalizadas pueden proliferar
indefinidamente, pero cuando se complementan con doxiciclina, las células expresan
MYOD1 que activa el programa miogénico y su fusion en miotubos.
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transcripcion se activa reversiblemente en presencia del antibidtico tetraciclina o uno de
sus derivados, en nuestro caso usamos doxiciclina (Figura MM-4).

En nuestro protocolo la transdiferenciacién se empieza 24 horas después de haber
sembrado las células. Para la induccidon del programa de diferenciacién miogénica, se
cambio el medio completo por medio de diferenciacion (DMEM suplementado con suero
de caballo al 2%, 1% penicilina/estreptomicina, transferrina (100ug/ml), insulina (10 ug/mL;
Sigma-Aldrich) y doxiciclina (2 pg/ml; Sigma-Aldrich)). Las células se dejaron durante 48 h

a 37°C transdiferenciandose a mioblastos.

2.3.6. Tratamiento con compuestos y fijacion

Para asegurar la total reproducibilidad de los ensayos y minimizar posibles errores técnicos
el tratamiento de las células se llevé a cabo siguiendo un estricto protocolo de disolucién y
suministro de los hexapéptidos (Figura MM-5). Las alicuotas de péptidos liofilizados se
disolvieron en el volumen de DMSO 100% necesario en cada uno de los casos para obtener
una concentracién de 10 mM. A partir de esta solucion madre se prepararon, segun la
necesidad de uso, diluciones a la concentracién de 1 mM en 10% DMSO. Para el tratamiento
de las células se calcula el volumen a afiadir al medio de cultivo, para que la concentracion

final sea 10 @M. El volumen calculado se prepard en un vial de 1.5 ml o 5 ml segun la

0 1 2 3 4 5

I I I I

Dias de cultivo

T 96 h Transdiferen 0
Siembra
T 48 h
Sustitucion MC con MDM
Activacion del sistema Tet-On T T

Sustitucién con MDM + compuesto Fijacién
Concentracicn final 10 uM

Figura MM- 5. Esquema del protocolo de cultivo célula.

En la figura se representan los pasos del protocolo de transdiferenciacion y tratamiento
de las células con los compuestos desde el dia de la siembra (dia 0) al dia de la fijacion (dia
5). El periodo de transdiferenciacion de 4 dias se solapa en su parte final con los dos dias
de tratamiento.
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necesidad, se afiadié el correspondiente volumen de medio de cultivo y se mezclé
vigorosamente con el vértex para asegurar una solucién homogénea.

Transcurridas 48 h desde la administracién de los compuestos, se procedié al fijado las
células con PFA (paraformaldehido) al 4% durante 15 min a temperatura ambiente. Las
células fueron guardadas con PBS (tampdn fosfato salino) a 4°C hasta el ensayo de

inmunofluorescencia.

2.3.7. Ensayo de toxicidad

El ensayo de toxicidad se realizé utilizando el ensayo de proliferacidn celular no radioactiva
acuosa CellTiter 96® (Promega). Para eso, los fibroblastos de la linea control se sembraron
en placas de 96 pocillos con 1.0 x 104 células por pocillo y se incubaron durante 24 h. Los
compuestos se agregaron en un rango de concentracion (ver Figura R-12) en DMEM vy las
células se incubaron durante 48 h. La viabilidad celular se midid con sal de tetrazolio MTS,
que se afiadié a cada pocillo y se incubd durante 4 horas a 37°C en una cdmara humidificada
con 5% de CO2. La conversiéon de MTS en formazan soluble, realizada por células

metabdlicamente activas, se midié por absorbancia a 490 nm.

2.3.8. Hibridacion fluorescente in situ (FISH)

En el ensayo de hibridacién in situ se utilizé una sonda de RNA (CAG7) complementaria a las
repeticiones CUGs marcada con el fluoréforo Cy3 para la deteccion de los foci en el ntucleo
de los fibroblastos. Tras la fijacion de las células se procedid a una incubacién de 10 minutos
a temperatura ambiente con una solucion 2x de SSC en formamida al 30%. A continuacion,
se prepard el tampon de hibridacion (8 ml formamida, 2 ml SSC 20X, 4 ml BSA 1%, 2 gr
dextran sulfato, 2 ml vanadyl complex 20 Mm, 2 ml Trna 10 ug/ml, 2 ml Herring Sperm) y se
afiadio la sonda a una concentracion 1:100. Tras una incubacidon de 2 horas a 37°C, las
muestras se lavaron dos veces con el tampén SSC 2x con formamida, durante 15 minutos a
45°C. Se procedié con la tincidn de los nucleos con HOECHST disuelto en PBS 1x durante 15
minutos a temperatura ambiente. Se lavd dos veces mas con PBS 1x y finalmente se aplic

el medio de montaje MOWIOL.
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2.3.9. Tinciones inmunohistoquimicas

El protocolo de la inmunofluorescencia empieza, después de haber fijado las células,
permeabilizando con PBS-T (PBS y Triton-X al 0.3%) durante 5 minutos y bloqueandolas
(PBS-T, BSA al 0.5% y suero de burro al 1%) durante 30 min a temperatura ambiente. A
continuacion, afiadimos el anticuerpo primario anti-MBNL1 humano producido en ratén
(ab77017, Abcam) o el anti-desmina producido en conejo (ab15200, Abcam) a una
concentracion de 1:200 disuelto en buffer de bloqueo y lo dejamos toda la noche a 4°C. Al
dia siguiente, tras haber lavado las muestras con PBS-T, se afiadid el anticuerpo secundario
conjugado con biotina, anti-mouse-IgG (Sigma-Aldrich) a una concentraciéon 1:200 con
buffer de bloqueo que se deja actuar durante una hora a temperatura ambiente. Con el fin
de amplificar la sefial se utiliza el Elite ABC kit (VECTASTAIN) que requiere un periodo de
pre-incubacion de 45 min. A continuacién, se lavan con PBS-T y se procede con otro periodo
de incubaciéon con estreptavidina-FITC (Vector) diluida 1:200 durante 2 h. Finalmente se
lavan las muestras con PBS y se utiliza un medio de montaje que lleva DAPI (Vector) para
tefiir los nucleos en azul.

Para el estudio de localizacion subcelular del péptido 79 marcado con biotina se ha puesto
a punto un protocolo de inmunofluorescencia doble. En concreto, para la visualizacidn de
las proteinas MBNL1 y LC3 se llevd a cabo una inmunofluorescencia directa en la que los
anticuerpos primarios anti-MBNL1 o anti-LC3 se afiadieron a una concentracién 1:200,
durante toda la noche a 4°C; mientras que los anticuerpos secundarios anti-ratén o anti-
conejo marcados con el fluoréforo FITC (sefial verde) se afiadieron a una concentraciéon de
1:200, pero durante 1 hora a temperatura ambiente. Por otro lado, la sefal relativa al
péptido 79 biotinilado fue amplificada usando el ABC kit e incubando 45 minutos a

temperatura ambiente con estreptavidina-texas red (sefial roja) 1:200.

2.3.10. Tincion con LysoTraker

Para analizar los niveles de autofagia se sembraron 50.000 células por pocillo en placas de
24 en las que previamente se colocaron cubreobjetos. Al dia siguiente, se cambié el medio
por MDM. A los tres dias, se retiré el MDM, se lavaron las células 2x con PBS y se afiadio

300 pl de LysoTracker 1:10000 y Hoechst 1:2000 diluidos en PBS. Se incubd durante 30 min
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a 37°C, a continuacidn, se volvieron a lavar 2x con PBS y se colocaron los portaobjetos en

cubreobjetos con una gota de medio de montaje para fluorescencia (Dako).

24. Ensayos in vitro

24.1. Espectroscopia de Infrarrojos

Para la adquisicion de los espectros utilizd un accesorio de ATR (Reflectancia total atenuada)
con un cristal de diamante de 2 reflexiones. Las muestras, tanto de péptido como de RNA,
se prepararon por secado de disoluciones en agua sobre el cristal de diamante y se
adquirieron los espectros de las muestras secas.

Espectros del péptido Abp1l: se adquirieron espectros de muestras de péptido preparadas
a partir de disoluciones a concentracion 20, 70, 120 y 215 puM. Se utilizé andlisis de la amida
| en el espectro de infrarrojo para averiguar que el péptido estuviera en estado monomérico
(no agregado, ausencia de banda a 1620 cm™).

Espectros de RNA obtenido por transcripcidn in vitro: se adquirieron espectros de RNA de
tres longitudes diferentes: 10, 20 y 60 repeticiones CUG.

Los espectros de mezclas Péptido/RNA: se adquirieron espectros a las siguientes ratios

Péptido/RNA: 2, 9, 15, 25.

2.4.2. Ensayo de Desplazamiento de Intercalante Fluorescente (FID)

En una cubeta se prepard 1 mL de disolucién 0.25 uM de oligonucledtido (CUG) y 0.5 0 0.75
MM de Tiazol Orange (TO), utilizando el tampdn cacodilato. Después de un tiempo de
estabilizacién de 6 minutos se midié el espectro de emision (Aexc = 495 nm, Aem = 505-650
nm, slits = 5-5, 750 mV). A continuacion, se fueron afiadiendo alicuotas de una disolucién
0.125 mM del péptido, dejando pasar 1 minuto para registrar la fluorescencia. El equipo
utilizado para el ensayo es un fluorimetro PTI modular con lampara de xendn y geometria

en angulo recto.

2.4.3. Differential Scanning Fluorimetry (DSF)

Esta técnica se emplea para medir la estabilidad de la unidn del RNA. Hemos seguido el
protocolo descrito en Silvers et al., 2015. Los agentes intercalantes empleados han sido:
SYBR Green Il (SYBR, life technologies), QuantiFluor RNA (QRNA, Promega) y cuanto-iT

RiboGreen (RIBO, life technologies), a fin de distinguir entre RNA de doble y simple cadena.
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La sonda de RNA empleada es (CrUrGr) 12. Se ha utilizado un sistema de PCR a tiempo real
con un software de curvas de fusién. Hemos probado 4 concentraciones para cada péptido:
1 uM, 10 uM (concentracién a la que se han tratado las células), 50 uM y 100 uM, y un
control con el disolvente DMSO. Se han realizado 4 réplicas experimentales. Los resultados
generados se analizaron con el programa GraphPad Prism5, el cual nos construye un grafico
que representa la absorbancia frente a la temperatura para cada concentracion del péptido.
Después generamos la derivada, donde el punto de inflexién en las curvas de transicidon

indica la temperatura de fusidn del RNA (Tm, Melting temperature).

2.5. Andlisis de imagenes
2.5.1. Andlisis de foci ribonucleares
Tras la ejecucion del protocolo de hibridacién in situ para la visualizacién de los agregados

de RNA toxico en los nucleos (foci ribonucleares), se procedid a la adquisicion de imagenes
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Figura MM- 6. Cuantificacion del numero de foci por célula.

En cada imagen el programa detecta y cuenta todos los nucleos y los clasifica como
nucleos sin foci (rojo)y nucleos con foci (verde). Al mismo tiempo el programa detecta en
el ndcleo la sefial relativa al fluoréforo Cy3 (rojo) y cuantifica el nGmero de puntos (flechas
blancas).
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de alta resolucién con el microscopio automatizado InCell Analyzer 2000. Para la evaluacion
de los efectos producidos por el tratamiento con los péptidos se utilizé el programa de
analisis, InCell investigator, asociado al microscopio.

Mediante el uso de comandos personalizados, es posible configurar el programa para
identificar una sefial particular, detectar su ubicacién subcelular, analizarla cualitativa y
cuantitativamente (Figura MM-6). El programa produce una enorme cantidad de
informacién (analiza miles de células por cada condicion) y crea una hoja Excel en la que es

posible consultar, organizar y elaborar los datos.

2.5.2. Anadlisis de la intensidad de bandas

Para el analisis de los datos obtenidos en los ensayos de PCR semicuantitativa se capturaron
imagenes de los geles con un transiluminador UV con sistema de captura de imagenes. Para
la cuantificacién de MBNL1 mediante Western blot Utilizamos el capturador de imagenes
ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare) para obtener una imagen digital de la membrana. El
software de ImageQuant detecta la saturacion de la sefial, de modo que aquellas imagenes
en las que la sefial estaba saturada fueron desechadas para el andlisis. Las imagenes se
guardaron como archivos Tagged Image File Format (TIFF) y la intensidad de las bandas de
ambos ensayos se analizé mediante el programa Image) (tabla MM-8) y con la misma

metodologia de procesamiento. Para seleccionar las carreras realizamos un rectangulo lo

1° Banda 2° Banda
1 348314 2 1.717.991

3 1518577 4 6.105.062
/\ / 5 806920 6 3.848.062
L Jos AR

e | 1ClUSION
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Figura MM- 7. Cuantificacion de bandas.

Utilizamos el programa Imagel para cuantificar la intensidad de la sefial por
densitometria. Seleccionamos las carreras a cuantificar en cada imagen TIFF y obtenemos
los perfiles densitométricos. El area de los picos es proporcional a la intensidad de la sefial
y por lo tanto se puede utilizar para calcular el porcentaje de inclusién exdnico.
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mas ajustado posible a la primera calle y la seleccionamos con los comandos:
Analyze/Gels/Select First Lane. Desplazamos el rectangulo a la segunda calle y la
seleccionamos con los comandos: Analyze/Gels/Select Next Lane y repetimos el proceso
para todas las carreras (Fig. MM-7).

Para generar los perfiles de cada calle utilizamos el comando: Analyze/Gels/Plot Lanes. El
area de cada pico en estos perfiles es proporcional a la intensidad de las bandas. Para
obtener el valor del area se seleccionaron los picos, uno a uno, con la varita magica. Estos
valores de area fueron utilizados como valores de expresidén de la proteina MBNL1 tras el
tratamiento con los péptidos seleccionados. Para normalizar los datos los valores de
expresion de MBNL1 se dividieron por la expresion del gen de referencia ZActina detectada

en las mismas membranas.

2.5.3. Andlisis de las secciones de térax

Las imagenes se tomaron con un microscopio Optico Leica DM2500 con el objetivo 10X. Se
examinaron al menos 5 imagenes por mosca y 10 moscas por genotipo. El analisis de las
imagenes se realizd con el programa Imagel. Seleccionamos un area de 450 x 720 pixeles
correspondiente a la region en la que se encuentran los IFMs (Fig. MM-6) Binarizamos las
imagenes mediante el comando: Process/Binary/Make binary y eliminamos aquellas
estructuras que no correspondian a IFMs. Para obtener el porcentaje de area analizamos
las imagenes (Analyze/Measurement) seleccionando la opcidon “area fraction”. Este
porcentaje de area es una estima de la masa muscular de los IFMs de cada mosca. Las

diferencias entre genotipos se analizaron con un test t-Student de 2 colas.

Figura MM- 8. Cuantificacion del area muscular.

Se muestra un ejemplo de una imagen de seccidn transversal de térax y las fases del
procesamiento de la imagen. El resultado de la binarizacién y la eliminacidon de las
regiones que no corresponden a los IFMs se utilizan para el calculo del porcentaje del area
ocupada por los paquetes musculares.
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2.5.4. Cuantificacion del indice de fusion y niveles de diferenciacion muscular
Para la cuantificacidn del indice de fusidon se abrieron dos copias de la misma imagen en
Photoshop y se utilizd el instrumento pincel para marcar con un punto cada nucleo en la
primeraimageny los nucleos en células multinucleadas en la segunda. Tras haber ejecutado
esta operacidn para por lo menos 5 imagenes de diferentes campos por cada tratamiento,

se calculd el indice de fusidn como sigue:

n nucleos en células multinucleadas

-~ x 100 = % de fusién
n nicleos por campo

Asi mismo para la evaluacidn del estado de diferenciacién se procedié de la misma forma,
considerando como marcador de diferenciacién la expresidon de la proteina desmina y

usando la siguiente funcidn:

n células que expresan desmina

7 células por campo x 100 = % células diferenciadas
2.5.5. Anilisis estadistico

Todo el analisis estadistico fue realizado con el programa GraphPad Prism (GraphPad
Software). Asumimos que todos los parametros analizados siguen una distribuciéon normal,
por lo que las muestras fueron comparadas con el test t de Student con correccién de Welch
para comparar grupos con diferente tamafo utilizando un valor de significatividad a = 0.05

(*), @ = 0.01 (**), & = 0.001 (***) 0 a = 0.0001(****)
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El sistema binario UAS / Gal4 consiste en el factor de transcripcion de levadura Gal4 y sus
sitios de unidn especificos, denominadas secuencias UAS (del ingles Upstream Activating
Sequences). Tras la unién de Gal4 a los sitios UAS, se activa la expresidon de secuencias que
siguen. El genoma de Drosophila estd desprovisto del gen Gal4 y los sitios UAS, y los factores
de transcripcion de la mosca no activan la expresidn de secuencias bajo el control de UAS.
Por lo tanto, este sistema de activacién transcripcional se modificé genéticamente para
generar un sistema de expresion artificial en Drosophila (Brand y Perrimon 1993; Ito et al.
1997; Osterwalder et al. 2001). Se generan asi dos lineas de moscas transgénicas. La primera
es la llamada linea de drivers Gal4. En estas moscas, la expresién de Gal4 estd controlada
por un promotor endo o exégeno especifico que da como resultado un patrén de expresion
espacio-temporal caracteristico de Gal4. Cientos de diferentes lineas de drivers Gal4 estan
disponibles para investigadores en centros publicos. En cuanto a las lineas UAS, casi no hay
limites con respecto a las secuencias que se pueden ubicar bajo el control de una secuencia
UAS. Al aparear moscas transgénicas para un driver Gal4 y un constructo UAS,
respectivamente, Gal4 y sus sitios de uniéon UAS afines estaran presentes en la
descendencia. En consecuencia, solo la generacion F1 mostrard la expresiéon activada por
Gal4 de las secuencias controladas por UAS. Por lo tanto, al elegir un driver Gal4 especifico,
la expresién de secuencias controladas por UAS puede dirigirse a diversos tejidos o tipos de

células incluso con resolucién temporal.
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Cddigos de Aminoacidos

Aminoacido Cddigo de tres letras Codigo de una letra
Alanina Ala A
Arginina Arg R

Arsparagina Asn N

Aspartico Asp D
Cisteina Cys C
Glutamico Glu E
Glutamina GIn Q
Glicina Gly G
Histidina His H
Isoleucina lle |
Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M

Fenilalanina Phe F

Prolina Pro P

Serina Ser S
Treonina Thr T
Triptéfano Trp w
Tirosina Tyr Y
Valina Val \Y
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