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CAPITOL 1

1. Introduccid

1.1. Muscul esquelétic. Estructura basica i organitzaci6 del mascul
esquelétic.

El muscul esquelétic és un teixit que presenta un alt grau d’organitzacid estructural (Figura 1.1.).
L'arquitectura del muscul esta composta per milers de fibres musculars multinucleades (fibres
musculars madures) que es distribueixen paral-lelament entre elles amb un diametre
relativament consistent (Lieber, 2011). El muscul es troba envoltat d’'una capa de teixit connectiu
anomenat epimisi. Dins del muscul les fibres musculars s’ordenen en paquets anomenats
fascicles que es troben envoltats per teixit conjuntiu anomenat perimisi. Alhora, cada fibra
muscular esta envoltada per una membrana cel-lular o sarcolema i per un teixit conjuntiu
col-lagends anomenat endomisi (Gillies and Lieber, 2011).

Cada fibra muscular esta densament compactada amb miofibril-les al seu interior i els organuls
com el nucli i les mitocondries estan localitzats en la periféria de les fibres musculars madures
(Greising et al., 2012). Les miofibril-les estan formades per unitats contractils repetitives
anomenades sarcomers, que formen la base de la contraccié i la for¢ca muscular (Lieber, 2011) .

L'estructura del sarcomer es composa principalment de dues proteines, actina i miosina,
organitzades de manera precisa. La disposicié de 'actina i la miosina dins dels sarcomers dona
lloc a una banda isotropa lleugera (1) on resideixen filaments prims compostos principalment,
per una banda anisotropica fosca (A) on es troben els filaments gruixuts compostos de miosina
i una regié anomenada zona H, on es superposen els filaments prims i gruixuts donant lloc a la
seccié més fosca del sarcomer (Et and Acta, 1953; Hanson and Huxley H.E, 1953).

Perimysium

Tendon

Epimysium

Skeletal
muscle

Fascicle Muscle
fiber  pyofibril

Figura 1.1. Estructura del muscul esquelétic huma (Gillies and
Lieber, 2011).

El sarcomer conté altres proteines estructurals, com la titina i la nebulina, que contribueixen a
la integritat i I’estabilitat del sarcomer, influeixen en la tensid passiva i les caracteristiques de
rigidesa de les cél-lules individuals i poder ser rellevants per la senyalitzacid cel-lular (Lieber,
2011).
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La innervacid del muscul esquelétic per motoneurones és essencial per a que el muscul
esqueletic porti a terme la seva funcié. Les motoneurones alfa sén les encarregades de la
senyalitzacié a les fibres musculars i I'estimulacié de la contraccié muscular mitjancant la
transmissio del potencial d’accié. Una motoneurona és capac¢ de innervar més d’una fibra
muscular a I’hora. Una unitat motora es defineix com la motoneurona i les nombroses fibres
musculars innervades per aquesta (Lieber, 2011).

El muscul esquelétic es troba molt vascularitzat, ja que I’activitat contractil d’aquest depen de
la utilitzacié de substrat que s’allibera pel sistema circulatori. A més, és per on es realitza el
subministrament d’oxigen i I'eliminacié de subproductes metabolics del teixit (Lieber, 2011).

La matriu extracel-lular del muscul esqueletic (ECM) té un paper important en la transmissio,
manteniment i reparacid de la forca de la fibra muscular. El principal component de teixit
connectiu que engloba el muscul esquelétic és el col-lagen, que representa fins a un 10% de la
massa seca muscular. En menys quantitat, hi ha un gran nombre de proteines que també
contribueixen a la funcié i integritat de I'estructura de la matriu extracel-lular com poden ser les
laminines i les fibronectines (Gillies and Lieber, 2011).

L'ECM proporciona suport a les proteines musculars que I’'envolten, i també és essencial per la
transmissio de la forca contractil, ja que connecta el muscul amb el tendé. Com a tal, I'adhesié
de les fibres musculars a I'ECM és de gran importancia per a I'estructura i la funcié normal del
muscul. Aquesta adhesié s’aconsegueix principalment per les integrines i complexos distrofina-
distroglica. Les integrines sén receptors que es troben al sarcolemma de les fibres del muscul
esquelétic i uneixen intracel-lularment el citoesquelet amb I'ECM. El complex distrofina —
distroglica també connecta el citoesquelet amb I’'ECM. La distrofina és una proteina intracel-lular
que s’uneix a B-distroglica i a a-distroglica que, alhora s’uneixen a les subunitats de laminines.
Els defectes en qualsevol proteina dins d’aquest complex dona lloc a una distrofia muscular, que
es manifesta amb debilitat muscular (Lieber, 2011),(Gillies and Lieber, 2011).

1.2. Cultiu in vitro de muscul esquelétic huma

Durant segles, els animals i els teixits d’origen animal han estat les principals eines per entendre
els sistemes biologics, les malalties humanes, el desenvolupament d’estratégies terapeutiques i
el cribratge de farmacs. Tanmateix, traslladar les dades d’animals a aplicacions cliniques ha estat
problematic i ha fet que de vegades s’aprovin menys terapies o augmenti el cost en el procés de
desenvolupament d’aquestes. El segilient pas logic per millorar la translacié entre la investigacio
clinica i I'aplicacio al pacient és definir sistemes in vitro funcionals basats en teixit i/o cél-lules
humanes en medis definits (Guo et al., 2011).

Els cultius cel-lulars sén una plataforma técnica molt utilitzada en investigacié biomeédica, ja que
permet I'analisi de funcions especifiques cel-lulars que poden relacionar-se amb canvis en
determinats estats de malaltia a escala cel-lular. S’han establert diferents models de cultius
cel-lulars que inclouen linies cel-lulars immortalitzades que es repliquen indefinidament in vitro
i conserven la capacitat de diferenciar-se, i de cél-lules primaries que es poden aillar directament
del teixit hoste i créixer o mantenir-se en cultiu. Tanmateix, les cel-lules primaries tenen un
potencial replicatiu limitat i es tornen senescents després d’alguns passes. Les cél-lules primaries
humanes proporcionen beneficis addicionals en la investigacid, en comparacié amb les linies
cel-lulars immortalitzades, ja que s’ha demostrat que els cultius primaris conserven les
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caracteristiques metaboliques del donant de teixit i reflecteixen millor les alteracions associades
a la malaltia (Cornall et al., 2015)

Un model in vitro molt utilitzat per a la generacié de teixit muscular esquelétic funcional és la
linia cel-lular immortalitzada murina C2C12 (Ostrovidov et al., 2014). S’ha utilitzat en una gran
quantitat d’estudis degut a la seva facil accessibilitat i a que les condicions de cultiu i
diferenciacié estan bé definides. Tot i que les cel-lules C2C12 han proporcionat informacid
inestimable en aquests estudis i en els passos claus per a la diferenciacié in vitro, treballar amb
muscul esquelétic primari huma té avantatges que s’expliquen a continuacié (Cheng et al.,
2014).

Els cultius cel-lulars de muscul esquelétic huma sén eines molt valuoses per I'estudi del
desenvolupament muscular, malalties i tractaments. S’"han desenvolupat multiples sistemes de
cultiu que solen utilitzar cél-lules satel-lits aillades de donants sans o d’individus amb malalties
rellevants. Les condicions per la proliferacié d’aquestes cél-lules precursores musculars estan
ben establertes i son critiques per al creixement i la seva posterior diferenciacié (Guo et al.,
2014).

La diferenciacié de mioblastes a miotubs madurs és fonamental per I'estudi dels efectes de les
miopaties i algunes malalties metaboliques sistemiques sobre I'estructura i la funcié del muscul
esquelétic, la regeneracio i la renovacié dels teixits amb finalitats d’enginyeria de teixits, terapia
genica i com a plataforma per assajar farmacs (Guo et al., 2014), (Cornall et al., 2015). Els
sistemes musculars humans in vitro publicats fins el moment han demostrat una capacitat de
diferenciacid limitades (Guo et al., 2014), (Stern-Straeter et al., 2008).

En condicions fisiologiques, el desenvolupament del muscul esquelétic comenga amb la fusié de
mioblastes mononucleats per formar miotubs multinucleats madurs (Li et al., 2013; Chal and
Pourquié, 2017). De la mateixa manera, in vitro, les MPCs han de proliferar, alinear-se i fusionar-
se per formar miotubs madurs allargats multinucleats. Fins ara, cap dels metodes de cultiu
tradicionals ha permes el creixement del teixit muscular esquelétic amb totes aquestes
caracteristiques. Les limitacions notables de les metodologies anteriors sén: que la diferenciacid
generalment s’indueix per la privacié de serum cosa que provoca una disminucié de la viabilitat
cel-lular; que I'alineacié de les cél-lules es veu afectada per procediments que requereixen temps
que impliquen I'Us de substrats costosos, complexos i amb patrons en miniatura (micropatterns)
; i que la contraccid espontania és un esdeveniment aleatori i rar (Models, 2013).

Els miotubs adults no sén capacgos de realitzar divisions mitotiques i, per tant, els sistemes
primaris de cultius de muscul esquelétic depenen de la capacitat d’induir I’activacio i la posterior
diferenciacié miogénica de cel-lules satel-lits quiescents des de la fibra muscular. A diferencia de
les linies cel-lulars immortalitzades, un cop aillades, els cultius de musculs esquelétics primaris
evolucionen cap a la senescencia i deixen de proliferar després d’'un periode de temps
relativament curt. Tanmateix, les cél-lules primaries conserven els trets fenotipics de les cél-lules
donants, i es poden cultivar a partir de petites mostres de muscul d’aproximadament 50 mg per
contrarestar aquesta limitacio (Cornall et al., 2015).
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1.3. Distrofies Musculars
Les distrofies musculars sén un conjunt heterogeni de malalties primaries del muscul causades
per mutacions deletéries en més de 60 gens (Cohen et al., 2021) ], i clinicament es caracteritzen
per debilitat muscular i atrofia muscular progressiva (Mercuri, Bonnemann and Muntoni, 2019).

Els simptomes poden ser molt diversos segons el grup de musculs i organs implicats. La severitat,
edat d’inici, prognosi i grup de musculs i organs afectats, varien molt en les diferents formes de
la malaltia. Totes, perd comparteixen caracteristiques patologiques en biopsies musculars on
s’observen fibres musculars en fase de necrosi, regeneracié i reemplacament de fibres
musculars per teixit adipds i connectiu (Kinter and Sinnreich, 2014; Mercuri, Bbnnemann and
Muntoni, 2019).

Les distrofies musculars sén causades per mutacions en gens que codifiquen per proteines
musculars. En la majoria de casos es tracta de proteines estructurals que donen suport al mascul
esqueletic. En altres, poden participar en la reparacié de la membrana muscular, en
I'organitzacié interna de les fibres musculars, proteines de I'aparell contractil o enzims i
proteines nuclears (Kinter and Sinnreich, 2014). Aquestes mutacions, en la majoria de casos,
provoquen una disfuncié o falta de proteines essencials per a I'estabilitat de la cél-lula muscular
provocant una destruccio progressiva i debilitat del muscul (Mercuri, Bbnnemann and Muntoni,
2019).

1.4. Distrofia Muscular de Duchenne

1.4.1. Introduccié
La Distrofia muscular de Duchenne (DMD) és la forma més severa i comu de distrofia muscular
diagnosticada en la infancia, afectant aproximadament 1 de cada 3.500 nounats (homes) ]. Un
petit subgrup de pacients es classifica com a distrofia muscular de Becker (BMD), que és una
forma fenotipicament més lleu i que, habitualment s’associa amb una manifestacié més tardana
dels simptomes i una progressié més lenta de la malaltia. La DMD és causada per mutacions
(principalment delecions) en el gen de la distrofina (DMD; locus Xp21.2), el que ocasiona
I'absencia, disminucié o defecte funcional de la proteina distrofina i causa la degeneracié
progressiva dels musculs (Le, Winder and Hubert, 2010; Blat and Blat, 2015). La malaltia es
diagnostica, en la majoria dels casos, a la primera infancia, entre els 3 i 5 anys de vida, moment
en el qual es comencen a veure deficiencies en la motricitat dels afectats o préviament per la
identificacié d’una elevacié de creatina cinasa (CK) en una analitica sanguinia (Guiraud et al.,
2010; Blat and Blat, 2015). Aquestes deficiencies motores es manifesten com a dificultat per
pujar escales, correr o saltar i aixecar-se del terra utilitzant la maniobra de Gower reflectint la
debilitat muscular predominant en malucs i extremitats inferiors. També poden presentar retard
cognitiu, retard en el llenguatge i en casos rars trastorns de |'espectre autista. (Kinter and
Sinnreich, 2014). Amb la progressié de la malaltia, el pacient perd la capacitat d’ambulacié al
voltant dels 10-15 anys, adquirint dependéncia a cadira de rodes Amb el pas del temps presenta
insuficieéncia respiratories per afectacid diafragmatica i complicacions ortopediques i cardiaques
(Jane T.Seto, Niclas E. Bengsston, 2014; Blat and Blat, 2015). Encara que la DMD és una malaltia
multisistémica, la caracteristica més obvia és la degeneracio progressiva i la debilitat del muascul
esqueléetic que conduira cap a una discapacitat fisica severa i una mort prematura. Actualment
no hi ha cura per aquesta malaltia, i lamentablement, tot i 'atencié medica especifica, la majoria
de pacients amb DMD no sobreviuen més enlla de la tercera década de vida. La patogenicitat de
la malaltia de Duchenne és complexa. Encara que durant el primer any de vida no es presentin
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simptomes, ja hi ha degeneracio de les miofibril-les de les cel-lules musculars i, a diferencia del
gue succeeix en els nens sans, les cél-lules musculars deteriorades no poden ser reemplacades
per cel-lules satel-lit miogeniques després dels primers quatre anys de vida; aquestes cel-lules
satellit sembla que perden la seva capacitat de replicar-se després de només unes 10 divisions
mitotiques. Hi ha una falla regulatoria de les cél-lules satél-lit per mecanismes que encara no es
coneixen amb prou detall (Birnkrant et al., 2018; Chunkayeva and Jaxybayeva, 2021).

1.4.2. Bases moleculars de la DMD: La Distrofina gen i proteina

El gen de la distrofina (locus Xp21.2) és un dels més grans descrits en el genoma. S’estén per 2,3
x 10° parells de bases que inclouen 79 exons, resultant en un mRNA madur de 1400 pb que
codifica per una proteina de 427 kDa (Blat and Blat, 2015). A causa de la seva mida, la taxa de
mutacio pel gen és alta comparada amb la taxa de mutacié mitjana estimada en els éssers
humans (110 vs 1-10° - 1-10°® per gens humans). Una tercera part de totes les mutacions de
DMD sdén de novo i de diferents tipus (Aartsma-rus, Deutekom and Fokkema, 2006; Mcmahon,
Zijl and Gilad, 2015). ]. L'espectre mutacional en pacients amb DMD inclou delecions (~ 65%),
duplicacions (~ 7%) d’un o més exons, petites insercions o delecions d’un exé (~ 7%), mutacions
puntuals en un sol nucleotid (~ 20%), mutacions que afectin a llocs d’splicing o introniques (>1%)
(Aartsma-rus, Deutekom and Fokkema, 2006).

Hi ha dos hotspots mutacionals: un “hotspot major”, que engloba els exons 45 al 53, i un “hotspot
menor”, que engloba els exons 2 al 20. Les mutacions en DMD usualment interrompen el marc
de lectura, mentre que les mutacions en BMD conserven el marc de lectura, generant una
proteina de menor mida amb suficient activitat biologica per a donar un fenotip menys agressiu
que en la DMD (Le, Winder and Hubert, 2010).

La Distrofina és una proteina del citoesquelet important per I'estabilitat de la cél-lula muscular,
composada per quatre regions o dominis principals: domini aminoterminal, domini central,
domini ric en cisteina i el domini carboxi-terminal. El domini amino-terminal, de 240 aminoacids,
té una alta homologia amb les a-actinines de manera que pot unir-se a la proteina essencial de
les miofibril-les i del citoesquelet, I'actina. EIl domini central constitueix I'eix de la molécula
mitjangant 24 repeticions triple-helix tipus espectrina intercalades amb dos dominis “frontissa”
rics en prolina, que proporciona elasticitat a I'estructura (Cheng et al., 2014). El domini ric en
cisteina és similar a la regié carboxiterminal de la a-actinina. Finalment, el carboxiterminal, molt
especific, és I'encarregat d’unir-se a glicoproteines de membrana. Per tant, la Distrofina és una
proteina allargada i amb forma de cordd, que pel seu extrem NH, s’uneix amb I'actina
citoplasmatica i pel seu extrem COOH amb la membrana (sarcolema), a través de glicoproteines
de membrana (Le, Winder and Hubert, 2010).

La funcio de la Distrofina és proporcionar un vincle entre els filaments d’actina, component de
I'aparell contractil de la cel-lula muscular, el citoesquelet, i altres proteines citoplasmatiques que
estan integrades en el sarcolemma, formant aixi un complex glicoproteic anomenat “complexe
de glicoproteines associades a Distrofina” (DGC). El DGC ofereix un vincle entre el citoesquelet i
la matriu extracel-lular, i funciona com un amortidor que permet al sarcolemma mantenir la
integritat estructural durant I'estrés mecanic que es produeix durant la contraccié muscular
(Blat and Blat, 2015) (Veure Figura 1.2.).
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Figura 1.2. Esquema de complex DGC muscular (Guiraud et al., 2015)

En pacients amb DMD, la perdua de Distrofina provoca una cascada d’esdeveniments patologics
gue en ultima instancia causen la degeneracié de la fibra muscular. Amb el pas del temps, el
procés degeneratiu col-lapsa la capacitat de regeneracié de muscul i les fibres musculars sén
gradualment reemplagades per col-lagen, fibroblasts i diposits de greix. A causa de la disminucid
de fibres musculars funcionals, la capacitat contractil del muscul decreix i conjuntament amb la
inflamacié de muscul estimulada per la necrosi, causen la debilitat muscular (Blat and Blat,
2015).

1.4.3. Tractament de la DMD

Actualment, no hi ha cap tractament curatiu per la DMD. Hi ha algunes estratéegies
farmacologiques, com els glucocorticoids, que redueixen i alenteixen els simptomes associats a
la musculatura del tronc ,extremitats, respiratoria i cardiaca. Perdo sén només parcialment
efectives i el seu Us cronic provoca efectes secundaris importants (Rebecca J. et al., 2013; Blat
and Blat, 2015; Guiraud et al., 2015). Per tant, és necessari desenvolupar terapies més eficaces
per millorar la qualitat de vida i la supervivéncia dels pacients amb DMD (Blat and Blat, 2015).
En les ultimes décades, s'han explorat nombrosos estrategies per a tractar la DMD tant en el
mon académic com per part de la industria. Algunes de les terapies més avancades que s’estan
estudiant inclouen terapia génica usant vectors virals, terapies amb cél-lules mare (transferéncia
de mioblastes o altres tipus cel-lulars), restauracié de I'expressié de proteina mitjancant
meétodes d’exon skipping o farmacs amb activitat read-through, o expressié d’una proteina
compensatoria com pot ser la utrofina (Muntoni et al., 2022).

Hi ha nombrosos assaigs clinics en pacients amb DMD. El repte per als farmacs que pretenguin
ser curatius és que siguin capagos d’arribar a tots els musculs del cos (que representen un ~ 35%
de la massa corporal), i restablir la funcié de la Distrofina tant en muscul esquelétic, diafragma,
cor, i idoniament també en cervell (Rebecca J. et al., 2013).
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1.4.4. Terapies read-through

Entre els nombrosos tractaments en fase d’assaig clinic, uns dels més prometedors sén els que
tracten amb molécules que restauren I'expressié de la Distrofina modificant les mutacions que
causen aquesta malaltia. En aproximadament un 15% dels pacients amb DMD les mutacions
causants de la malaltia sén les denominades mutacions “nonsense” o sense sentit, que originen
un codé stop derivat del triplet on te lloc la mutacié (Rebecca J. et al., 2013). Podem diferenciar
tres tipus de mutacions nonsense segons el codé STOP que es trobi a '/RNAm: UAG (“ambar”),
UGA (“opal”), i UAA (“core). Degut a aquest codd STOP prematur, durant la traduccié del RNAm,
el ribosoma allibera el peptid naixent ocasionant una proteina truncada. L'RNAm també podria
ser degradat degut a NMD (Aartsma-rus et al., 2003).

L'estratégia dels farmacs read-through consisteix en pertorbar el correcte funcionament del
ribosoma, conduint a la introduccié d’un aminoacid (no necessariament el correcte) en el lloc
del codd stop prematur durant la translacid, donant aixi una proteina de longitud completa. El
nucleotid contigu al codé STOP prematur és rellevant per com la mutacid nonsense sera
interpretada pel ribosoma (Guiraud et al., 2010; Rebecca J. et al., 2013). Una mutacié nonsense
amb un codé STOP UGA sembla ser més permissiu, en estudis in vitro, mentre que el codd UAA
és el menys permissiu. Aquestes observacions han suggerit que les drogues que suprimeixen les
mutacions nonsense poden promoure un major nivell de read-through mitjancant I'explotacid
d’aquesta tendéncia que ja té el muscul dels pacients de forma natural, perd només en fibres
aillades, i generar una proteina funcional (o parcialment funcional) de longitud completa
(Aartsma-rus et al., 2010).

La quantitat minima de Distrofina que es requereix per a arribar a una estabilitat muscular
funcional normal es troba entre el 29% i el 57% segons diversos estudis. Aquests nivells de
Distrofina sén suficients per a mostrar un fenotip d’un muscul esquelétic aparentment sense
debilitat (Neri et al., 2007).

Una de les primeres molécules estudiades que van demostrar tenir activitat read-through van
ser els antibiotics aminoglucosidics, en concret la gentamicina. Els bons resultats obtinguts en
els estudis preclinics en el model muri (mdx) (Barton-davis et al., 1999) van conduir a assaigs
clinics amb pacients portadors de mutacions nonsense. Com a objectiu es va establir 'augment
dels nivells de Distrofina: aquesta va augmentar fins a un 13 i un 15%. La for¢a muscular es va
estabilitzar i es va arribar a un modest increment de la capacitat vital forcada (FVC). Encara que
aquest estudi va demostrar el potencial terapeutic de la gentamicina, serien necessaries dosis
més altes per a millorar encara més els resultats funcionals. A causa de la toxicitat renal i ética
dels aminoglucosidics, les limitacions potencials de I'administracid intravenosa i la poca
especificitat dels codons STOP prematurs, cal sumar esforcos per tal d’identificar altres agents
amb activitat read-through més efectius, segurs i especifics (Mendell et al., 2013).

1.4.5. Ataluren ® (PTC124)
PTC124, conegut com a marca comercial Ataluren®, va ser identificat per PTC Therapeutics en
un programa de deteccié de farmacs d’alt rendiment dissenyat per identificar compostos que
induien especificament read-through ribosomal. Es van testar més de 500.000 compostos a
partir d’'una biblioteca quimica que van ser analitzats amb sistemes cel-lulars i amb sistemes
lliures de cél-lules. L'objectiu era trobar petites molecules que es poguessin administrar per via
oral, que tinguessin propietats farmacocinetiques favorables i un perfil de seguretat adequat Es
van realitzar estudis preclinics que van demostrar I'activitat read-through mitjangant
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experiments in vitro en diferents preparacions cel-lulars modificades per a tenir diferents codons
de STOP prematurs, aixi com en miotubs de ratolins mdx i miotubs derivats de biopsies
musculars de pacients (Welch et al., 2007; Haas et al., 2015). ]. D’aquests estudis preclinics in
vitro se'n van extreure resultats positius i aix0 va conduir a la realitzacié d’assaigs clinics en
humans. Els resultats preliminars d’aquests assaigs no van demostrar I'increment esperat de
Distrofina ni una millora clinica evident. Tot i que els autors expliquen que hi ha hagut un
augment de Distrofina en els musculs de la majoria de pacients, no s’han presentat analisis
quantitatives clares a la fase lla de I'estudi clinic (Barton-davis et al., 1999; Du et al., 2009). El
criteri de valoracié clinica d’aquests assaigs ha estat la prova de marxa de 6 minuts (6MWT) que
és una prova estandarditzada. Les dades extretes de la setmana 48 de la fase IIb de 'assaig clinic
indiquen que els pacients tractats van caminar una mitjana de 30 metres més que els pacients
tractats amb placebo. Tot i que l'avaluacié de la Distrofina es va establir com a variable
exploratoria, no s’ha informat de cap correlacid entre els resultats de 6MWT i els nivells
d’expressio de Distrofina (Rebecca J. et al., 2013). A causa de les incerteses sobre I'efecte
beneficids, i com a condicié per a I'aprovacié final d’aquest tractament per a pacients amb DMD,
s’esta realitzant la fase d’extensié de I'assaig clinic. Es preveu tenir els resultats d’aquest a finals
de 2015 (Muntoni et al., 2022).

1.4.6. RTC13iRTC14

Mitjancant un métode HTS (high-throughput screen) sensible i quantitatiu desenvolupat per Du
et al. es va realitzar un cribratge d’aproximadament 34.000 compostos de baix pes molecular
amb potencial activitat read-through. Aquest procediment va donar lloc a la identificacié de
I’'RTC13 i RTC14. Els primers assaigs que es van dur a terme per analitzar aquesta possible
capacitat read-through, van demostrar activitat biologica en diferents linies cel-lulars de
limfoblasts derivades de pacients amb ataxia-telangiectasia que contenen cada un dels tres tipus
de mutacions nonsense. | també es va demostrar la seva capacitat de restaurar la expressio de
Distrofina en cél-lules de ratolins mdx en cultiu. Per tant, aquests compostos tenen activitat
read-through per diferents tipus de proteines i en més d’una espeécie i llinatge cel-lular, i la seva
activitat és independent de la ubicacié del coddé STOP prematur en el mRNA. En un intent
d’avaluar el potencial d’aquests compostos pel tractament de la DMD, es va provar la capacitat
de restaurar I'expressio de Distrofina en el muscul esquelétic de ratolins mdx. Les injeccions
intramusculars d’'RTC13 van promoure read-through en el codé stop UAA més eficientment que
la gentamicina, PTC124 o RTC 14. L’administracio sistemica de RTC13 va restaurar la Distrofina
en tots els grups musculars, incloent-hi el diafragma i el cor. Els nivells de Distrofina van ser
significativament majors que els que es va assoliramb PTC124, i aix0 es va associar a un augment
significatiu de la forga muscular i a una disminucidé en els nivells de CK, marcador de dany
muscular. Aquests resultats apuntaven a RCT13 com a candidat per al tractament de la DMD (Du
et al., 2009).
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2. Hipotesis i objectius

La Distrofia Muscular de Duchenne és una malaltia devastadors y progressiva que actualment
no disposa de cap tractament curatiu i només es poden oferir terapies pal-liatives. En els Ultims
anys s’han desenvolupat noves terapies destinades a restablir I'expressid de la Distrofina, entre
elles les dirigides a corregir les mutacions sense sentit amb farmacs amb activitat read through
com son PTC124 (ataluren) i RTC3 i RTC14. Els resultats dels assaigs clinics de PTC124 en pacients
amb DMD demostren un gran variabilitat de resposta i posen en dubte I'eficiencia del
tractament restaurador de la Distrofina i suggereixen que factor genetics (tipus i posicié en ’ARN
del codd STOP) i/o direccionalment del farmac al mascul podrien ser responsables d’aquesta
variabilitat. L’analisi de la resposta in vitro a aquest tipus de terapies en muscul huma provinent
de pacients amb diferents mutacions sense sentit podria contribuir a coneixer la seva eficacia.
Per tal de poder testar |'eficacia de nous farmacs emergents cal disposar de plataformes in vitro
d’aquestes patologies que siguin robustes i de facil replicacid.

Les hipotesis principals que abordarem en aquest treball sén les seglients:

H1) Les cél-lules musculars humanes es poden aillar a partir de una biopsia de muscul esquelétic
i posteriorment cultivar-se i assolir un alt grau de diferenciacid mitjangant tecniques no
convencionals, aconseguint millorar els models in vitro de muscul esquelétic existents a
I'actualitat.

H2) El tractament amb farmacs amb activitat read-through és capac¢ d’aconseguir un augment
de Distrofina in vitro en cél-lules musculars provinent del model muri de la malaltia i de pacients
amb DMD.

Els principals objectius son:

01) Aillar, seleccionar i expandir de mioblastes de models de distrofia muscular de Duchenne
murins i humans.

02) Posar a punt i millorar técniques de diferenciacié de mioblastes primaris murins i humans.

03) Testar compostos amb activitat read-through en mioblastes murins i humans.
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3. Material i métodes
3.1. Cultius cel-lulars

3.1.1. Tecniques basiques de cultiu cel-lular
Aguestes tecniques s’utilitzen de la mateixa manera per a tots els tipus cel-lulars que s’explicaran
a continuacié d’aquest apartat.

Tots els cultius es van portar a terme fent servir una cabina de seguretat biolodgica de classe Il en
condicions esterils. Les cel-lules es van cultivar a 372Ci 5% CO2 en un incubador.

3.1.2. Descongelacié i congelacié
Per I'emmagatzematge a llarg termini els vials de cél-lules es van mantenir en diposits de
nitrogen liquid a -196 °C.

Per la descongelacid, un cop extret el vial del nitrogen liquid, es van submergir rapidament a un
bany a 37 °C fins que es van comencar a descongelar. A continuacid, el tub es va transportar a
la campana de bioseguretat i es va afegir el medi de creixement complet lentament fins que les
cel-lules es van descongelar per complet. Finalment, les cél-lules es van centrifugar 5 minuts a
1500 rpm, el sobrenedant es va descartar i el pellet cel-lular es va resuspendre amb medi de
creixement complet fresc i les cél-lules es van cultivar en un flascé T75.

El procés de congelacié va consistir a recollir les cel-lules i centrifugar-les a 1500 rpm durant 5
minuts. Els sobrenedant es va descartar i el pellet es va tornar a resuspendre amb medi de
creixement fresc complementat amb 10% serum fetal bovi (FBS; en anglés fetal bovine
serum)(Biowest) i 10% de dimetil sulfoxid (DMSO; de I'anglés Dimethyl Sulfoxide)(D8418, Sigma-
Aldrich). Aquest ultim reactiu és un crioprotector que minimitza el dany cel-lular durant la
congelacié. Aquestes cel-lules es van introduir en vials de congelacié i es van guardar en
contenidors de congelacié Mr. Frosty (5100, Thermo Scientific) amb isopropanol (Merck) a -80
°C. Passades 24-48 hores els vials van ser emmagatzemats en nitrogen liquid.

3.1.2.1. Tripsinitzacid

Les linies cel-lulars utilitzades en aquest treball sdn cel-lules adherents, i per aixod la tripsinitzacio
és necessaria per a la seva recol-leccié.

Per dur a terme la tripsinitzacid, les cél-lules es van rentar amb una solucioé salina HBSS sense
calci ni magnesi (Biowest), i posteriorment es van afegir 3 ml per placa de 10 mm de diametre
de solucidé de tripsina 0,3% (Biowest, 1x) i es van incubar les plaques durant 3-4 minuts a
I'incubador a 37°Ci 5% CO,. Es va comprovar que les cel-lules estaven desenganxades de la placa
i es van afegir 5-6 ml de medi HBSS (Biowest) per detenir I'accid de la tripsina, i es van traspassar
les cél-lules a tubs estérils per centrifugar (100xg en 5 minuts, a temperatura ambient). Després
de la centrifugacid, és van resuspendre en medi de creixement complet i es van sembrar en
plaques de cultiu a una densitat aproximada de 12000 cél-lules/cm?.
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3.1.2.2. Manteniment
Per a poder realitzar els experiments d’aquest treball és necessari mantenir les linies cel-lulars
en cultiu de manera continuada. Per aquest motiu, les cel-lules es van mantenir en 15 ml de
medi complet en flascons T75. Quan es necessiten per a |’experimentacid, una fraccié d’aquestes
cél-lules es van passar i es van sembrar en diferents plagues multi-pous de mides especifiques
depenent de les necessitats experimentals.

Les linies cel-lulars cultivades en condicions optimes es van dividir continuament, pel que el seu
manteniment implica una freqiencia de renovacié de medi de creixement, aixi com dividir-les i
subcultivarles periodicament. La freqiiencia de canvi de medi i el subcultiu es determina segons
la taxa de creixement de la linia cel-lular i el factor de dilucié utilitzat en el subcultiu va ser
diferent per a cada tipus cel-lular.

3.1.2.3. Recompte cel-lular
Els diferents experiments portats a terme amb les diferents linies cel-lulars han de ser
reproduibles, de manera que les cél-lules sempre es cultiven a una densitat especifica. Per
determinar el nimero de cel-lules es van quantificar les cél-lules recollides mitjancant una
camera de recompte Neubauer.

La fraccié cel-lular recollida mitjangant tripsinitzacio es va diluir amb solucid salina tamponada
de fosfat 1x (PBS; de I'angles, Phosphate buffered saline). El factor de dilucié es determina
empiricament. Després d’aquesta dilucid es va barrejar amb blau tripa (Sigma-Aldrich) en una
proporcié de volum 1:1. El blau de tripa permet la determinacié de les cél-lules mortes. La
barreja final es va carregar a la cambra de Neubauer i les cel-lules es van comptar amb un
microscopi invertit. Es va fer el recompte de 4 quadrants i es va aplicar la seglient férmula:

cel

Concentracié cel - lular <—> = (
ml

X Numero de cél - lules quadrant
4

)x Factor dilucié x 10000

El nombre de cel-lules observades per quadrant ha d’estar entre 30-300 cel-lules, en cas contrari
s’ha d’ajustar la dilucid.

La majoria dels experiments van requerir al voltant del 80-90% de confluéncia cel-lular I'endema
de la sembra. Per tant el nimero de cel-lules adequat es va determinar empiricament abans de
realitzar els experiments. Hi ha dos factors determinants que influeixen densitat cel-lular que
s’han de tenir en consideracio: superficie de la placa multipou o flascd i el tipus de linia cel-lular

3.1.3. Linies cel-lulars immortalitzades
Es va utilitzar la linia C2C12 que és una linia cel-lular immortalitzada de mioblastes de ratoli. Es
un subclon de mioblastes obtinguts per Yaffe i Saxel a partir de muscul de la cama d’un ratoli
C3H adult (Yaffe, David; Saxel, 1977).

3.1.3.1. Condicions de cultiu
Les cel-lules C2C12 es van cultivar en medi de creixement complet que consisteix en DMEM
(Biowest) suplementat amb 10% FBS (Biowest) i 1% Penicil-lina/Estreptomicina/Fungizone (PSF;
en angleés Penicillin/Streptomycin/Fungizone) (Biowest).
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3.1.4. Cultiu primari de muscul esquelétic huma
La técnica utilitzada per I'obtencid de fibres musculars a partir de biopsies, és la de explant-
reexplant descrita per Askanas i Engel en 1975 [37], amb les modificacions introduides per
Askanas i Gallez-Hawkins [38].

La preparacié de cultius primaris de muscul huma es va iniciar a partir de biopsies de teixit
muscular esquelétic, principalment dels musculs biceps o quadriceps, de pacients amb DMD
obtingudes en fresc en el moment del diagnostic o pacients controls obtingudes en pacients
intervinguts per altres causes i sense patologia muscular.

Les mostres musculars humanes provenen de la col-leccid privada del laboratori de Neurologia
Pediatrica del VHIR, amb referéncia C.0003146 en el Registre Nacional de Biobancs de I'Institut
de Salud Carlos lII.

1 H Sa -

2 H 6 anys DMD .9844C>T, p.Arg2982X

3 H 3 anys DMD €.6554dupT, p. Leu2185Phefs*38
4 H 2 anys DMD €.9148 C>T, p.GIn3050X

Taula 1.1. Resum de les bidopsies humanes utilitzades en aquest treball obtingudes de la
col-leccié C.0003146.

3.1.4.1. Neteja de la biopsia i etapa de pre-incubacioé (“clot”)
L’extraccio de la biopsia muscular es va realitzar per I'equip medic a I’'Hospital Universitari Vall
d’Hebron. Una vegada obtinguda van ser immediatament introduides en un tub estéril amb 50
ml de medi HBSS complet (Biowest) suplementat amb PSF (Biowest). La mostra de teixit es va
transportar a temperatura ambient fins al laboratori on es va processar.

Sota una campana de flux horitzontal, es va col-locar en una placa de Petri esteril amb medi
HBSS complet (Biowest) amb PSF i es va introduir la peca de muscul. Amb I'ajuda de pinces i
bisturi es va descartar el teixit adipds i conjuntiu, aixi com les restes de sang. Finalment, es van
trossejar la peca muscular d’aproximadament 3 mm (explants).

Aquests explants es van col-locar en una nova placa de cultiu amb medi condicionat compost
per medi M-199 (Biowest) suplementat amb 35% FBS (Biowest) i PSF. Es van incubar a 37 °Ci 5%
de CO, ON. Aquest temps serveix perque es recuperin les cél-lules musculars i preparar-les pel
posterior creixement iniciant I'etapa de preincubacié anomenada “clot”. En cas de no iniciar el
cultiu muscular en aquest moment, es van congelar les peces de la manera descrita a I'apartat
1.5.

L'etapa de “clot” té com a finalitat afavorir el creixement diferencial dels fibroblasts i de les
cél-lules musculars, promovent d’aquesta manera I'eliminacid de la gran quantitat de fibroblasts
procedents de la biopsiai enriquint els posteriors cultius de mioblasts. Es van canviar els explants
a una nova placa de cultiu i es va preparar una barreja de 5 ml de medi condicionat i 1,25 ml de
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plasma huma (provinent de companys voluntaris de sexe masculi, no fumadors i que no
ingereixen cafeina ni cap mena de medicament durant les 24-48 hores previes a |'extraccié de
sang). Aquesta barreja es va filtrar sobre els explants col-locats a la placa de cultiu, mitjancant
un filtre esteril de 0,22 um (Thermo Scientific). La placa es va incubar a 37 °C i 5% CO,, i es va
comprovar que passades unes hores el medi liquid estava solidifcat en un estat gelatinds.
D’aquesta manera les peces de muscul quedaven en suspensié en un medi semisolid i es
deixaven incubar durant uns 7-10 dies o fins que comencaven a créixer cel-lules dels explants.

3.1.4.2. Creixement de cél-lules miogéniques a partir d’explants.

Després de 7-10 dies, els explants s’extreien mitjancant pinces del medi gelatinds i s’eliminaven
les restes de gelatina o cel-lules mitjangant un rentant amb PBS. Es van traspassar els explants
nets a una nova placa de cultiu amb medi HBSS amb PSF, i es va procedir a trossejar les peces a
1 mm (microexplants). Aquest pas no només proporciona una major superficie de creixement,
sind que afavoreix la regeneracié del teixit danyat i, per tant, el creixement de cel-lules satél-lit
0 miogeniques. Es va preparar una barreja de 0,5 ml d'1,5% gelatina (Sigma) i 0,25 ml de plasma
huma que es va filtrar mitjancant filtres de 0,22 um. Es va col-locar la barreja sobre una placa de
cultius de 60 mm de diametre i, immediatament, es va repartir uniformement per tota la
superficie amb un raspador (cell-scraper). A continuacid, i el més rapidament possible, es van
col-locar els microexplants sobre la pel-licula gelatinosa, ben separats entre ells. Es va afegir a la
placa 10-12 gotes de medi aneural complet compost per DMEM:M199 (Biowest) en proporcid
3:1, suplementat amb 10% FBS (Biowest), insulina (Sigma) 10 ug/ml, glutamina (Sigma) 2 mM,
factor de creixement fibroblastic (FGF, Becton & Dickinson) 25 ng/ml, factor de creixement
epidérmic (EGF, Becton & Dickinson) 10 ng/mli 1% PSB. Es van col-locar les plaques a I'incubador
de CO; a 37 °C durant 15 minuts, per afavorir la gelificacié de la matriu de gelatina i I'adhesio
dels microexplants. Transcorregut el temps es van afegir 4 ml de medi aneural complet i es va
retornar la placa a I'incubador i vam esperar al creixement mioblastic.

Es va monitoritzar el creixement mioblastic en els explants. Normalment passats 7-8 dies des de
I'inici del creixement en microexplants, ja es van poder retirar de la placa i iniciar el segon
explant. D’aquesta manera es poden realitzar fins a 4 explants depenent de I'edat del pacient
donant de la biopsia. De les plaques on es van retirar els explants, es van tripsinitzar les cel-lules
mioblastiques com s’explica en el seglient apartat i a partir d’aguest moment es va poder
procedir a I'amplificacid del cultiu.
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Figura 1.3. (A) Creixement de mioblastes al voltant dels explants. (B) i (C) Mioblastes provinents
d’explants tripsinitzats.
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3.1.4.3. Seleccié mioblastes amb técnica de pre-plating
Un cop aillades les cél-lules extretes dels explants, aquesta poblacié cel-lular esta formada per
mioblasts, perd també per altres tipus cel-lulars que també estan presents en el teixit muscular
com soén els fibroblasts i pericits. Hi ha diferents tecniques d’aillament de mioblastes, nosaltres
en concret ens basarem en la técnica de pre-plating, que es basa en les diferencies en les
caracteristiques d’adhesié de les cel-lules fibroblastiques i les mioblastiques [39].

Un cop tripsinitzades les cel-lules, es van centrifugar a 250 g durant 5 min i el pellet es va
resuspendre en medi de creixement. Es van col-locar les plaques a I'incubador amb 5% CO, a 37
°C durant 20 minuts. A continuacio, el sobrenedant de la placa es va passar a una nova placaies
va col-locar a I'incubador amb 5% CO, a 37 °C.

3.1.4.4. Tecnica de diferenciacio classica
La técnica més utilitzada per a I'obtencié de miotubs diferenciats a partir de mioblastes es basa
en la reduccié o privacié de serum i per tant de factor de creixement i proteines. Ens basem en
la modificacié de les técniques descrites per Sweeney i Welch [33], [40].

Els mioblastes extrets de biopsies es van sembrar a una densitat cel-lular adequada per arribar
al 80%-90% de confluéncia i es van cultivar amb medi de diferenciacié en plaques préviament
recobertes amb una dilucié 1:10 de Matrigel (Corning) seguint les instruccions del fabricant.

S’han avaluat diferents medis de diferenciacid, la composicid dels quals esta descrita a la a la
taula 1.1. Es cultiven durant 8 dies i es realitza canvi de medi de diferenciacié cada dos dies.

1 DMEM high - 10 10 (Welch et al., 2007)
2 DMEM low : 2% HS 10 - (Stern-Straeter et al.,
M199 (1:3) 2008; Nesmith et al.,

2016; Witt et al., 2017)

3 DMEM high 2% HS 100 - (Asakura, Komaki and

Rudnicki, 2001; Gaster
etal., 2001; Barro et al.,
2010; Li et al., 2013)
Taula 1.2. Resum de la composicid de diferents medis de diferenciacio testats en mioblasts
humans. HS: horse serum, FBS: fetal bovine serum.

3.1.4.5. Tecnica de diferenciacié d’alta densitat de sembra
La técnica de diferenciacié d’alta densitat de sembra (HDSS; en anglés high density seeding spot)
es basa en la descrita per Marquette et al. (Marquette and Sognier, 2016). Es caracteritza per la
utilitzacié d’una gran quantitat de cél-lules i consisteix en la produccié d’'un model de teixit
mitjangant la sembra de les cel-lules a una concentracio elevada en un punt especific de la placa.

24



Ha sigut utilitzada amb la linia cel-lular immortalitzada C2C12, en la que s’ha pogut demostrar
un alt grau de diferenciacié cel-lular.

Per tal de poder-la utilitzar per cultius primaris humans cal tenir en consideracio les limitacions
d’aquest tipus cel-lular: nimero limitat de cel-lules que es poden aconseguir per biopsia,
senescencia després d’un numero limitat de passes, biopsies de malalties rares pel que sén
mostres molt valuoses i escasses. Quan parlem de mioblasts primaris humans de malalties
neuromusculars també hem de tenir en compte una possible velocitat de creixement més lenta
o dificultats de diferenciacié inherents a la propia patologia.

Per tant, es procedeix a realitzar aquesta técnica en plaques de mida molt més reduida amb un
numero cel-lular reduit a petita escala i s’afegeix una matriu extracel-lular que ajuda a la
diferenciacio cel-lular.

Les cel-lules musculars primaries es van sembrar en 4 punts equidistants en una placa de 24 pous
sense recobrir, a una densitat de 2x10* cel/ml en 20 pl. La sembra es va realitzar en una gota tan
petita com sigui possible, amb cura de qué no es mogui la gota, s’incuba a 37 °C amb 5% CO,
durant 20 minuts. Atés que la quantitat de medi en la gota juntament amb les cel-lules és un
volum molt petit es va mantenir cura que aquest medi no s’evaporés completament, per que
podrien morir les cél-lules sembrades. En cas que el medi s’evapori durant aquest temps es va
afegir més medi sobre la gota evitant el desplacament d’aquesta.
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Figura 1.4. Esquema de la técnica HDSS on es mostren la posicié de les sembres a alta densitat i
el creixement a partir d’aquests (Rando and Blau, 1994).

Un cop transcorregut el temps, les cél-lules van estar enganxades en la seva majoria a la placa
de cultiu. Seguidament, es va procedir a afegir 100 ul de Matrigel (Corning) en una dilucié 1:10
amb DMEM high glucose (Biowest) + 1% PSF (Biowest), i es va tornar a incubar les plaques a 37
°C a 5% CO; durant 20 minuts. Un cop gelificat el Matrigel es va afegir 200 ul de medi de
creixement. Per les cel-lules de muscul primari va ser DMEM:M199 (Biowest) en proporcié 3:1,
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suplementat amb 10% FBS (Biowest), insulina (Sigma) 10 pg/ml, glutamina (Sigma) 2 mM, factor
de creixement fibroblastic (FGF, Becton & Dickinson) 25 ng/ml, factor de creixement epidérmic
(EGF, Becton & Dickinson) 10 ng/ml i 1% PSB (Biowest). Per la linia cel-lular C2C12 el medi de
creixement va consistir en DMEM high glucose (Biowest) i 10% FBS (Biowest) amb 1% PSF
(Biowest). Es van deixar incubant durant 14-16 dies i es va canviar el medi de creixement cada
2-3 dies.

3.1.5. Cultius primari de muscul esquelétic muri
Tots els procediments es van dur a terme segons les normes institucionals, que segueixen els
requisits establerts pel Gobierno de Espafa i la Comunitat Europea (BOE 67, 18/3/88, RD
233/1988 i BOE 256, 2/10/90) i préviament aprovats pel Comité Etic d’Experimentacié Animal
(CEEA) del Campus Vall d’Hebron.

Per l'obtencid de cultiu primari es va utilitzar el model muri de distrofinopatia, mdx
(C57BL10/ScSn-mdx) i el seu respectiu control (C57BL10/ScSn) que van ser adquirits a Jackson
Laboratories.

3.1.5.1. Obtencié de cel-lules precursores mioblastiques (MPCs) murines
mitjangant digestié enzimatica
La tecnica utilitzada per I’obtencié de cél-lules musculars primaries a partir de biopsies de ratoli,
ha sigut la técnica de digestidé enzimatica descrita per Springer et al. (Springer, Rando and Blau,
1997).

Els animals se'n van eutanasiar mitjangant dislocacié cervical i es van col-locar en decubit supi
en una cabina de bioseguretat Il per treballar en condicions esteérils. Es va retirar la pell de les
extremitats posteriorsiamb i l'ajuda d’un bisturi es van aillar el gastrocnemis i el sdleus. Un cop
extrets els grups musculars es van col-locar dintre una placa de 6 pous que conté PBS i antibiotic.

Amb I'ajuda d’una lupa i bisturi es van netejar els musculs retirant peéls, pell, teixit adipds,
tendons i 0ssos. Seguidament, es va procedir amb I’ajuda de dos bisturis a tallar els musculs en
peces petites d’'una mida aproximada d’'un mm. Es va afegir 5 ml de medi de creixement (HAM’S
F10 (Biowest) amb 20% FBS inactivat (Biowest) i 25 ug/ml de factor de creixement fibroblastic
de ratoli (FGF, Becton & Dickinson) i es van transferir les peces musculars junt amb el medi de
creixement a un tub de 15 ml. Es van afegir a la mateixa placa dos cops més 5 ml i es van
transferir al mateix tub de 15 ml, per ajudar a transferir totes les peces musculars. Es va
centrifugar a 600 g durant 4 minuts a temperatura ambient. Es va descartar el sobrenedant i el
va resuspendre el pellet en 16 ml de medi de creixement i es va transferir a una placa p100. Es
va afegir 1 ml de pronasa al'1,5% i es va incubar 1 hora a 37 °C. El contingut de la placa p100 es
va resuspendre amb una pipeta de 10 ml FBS (Biowest) recoberta amb FBS. Seguidament, es va
centrifugar 900 g durant 5 minuts a temperatura ambient. Es va descartar el sobrenedant i el
pellet es va resuspendre en 7 ml de medi RV (HAM’s F10 + 1% PSF) i es va procedir a la separacié
mecanica de les MPCs passant a través d’una pipeta de 10 ml recoberta amb FBS 20 vegades.
Seguidament, es va deixar que el teixit es diposités al fons del tub, es va traspassar el
sobrenedant a un tub nou, es va afegir 6 ml de medi RV i es va repetir la separacido mecanica dos
cops més. Finalment, es va disposar de 19 ml de suspensid que es va filtrar amb un filtre de 100
um (Biologix, Research Company). Un cop filtrat, es van afegeir 5 ml que es van fer passar pel
filtre i es va centrifugar a 1400 g durant 10 minuts a temperatura ambient. Amb el sobrenedant
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obtingut es va procedir a realitzar el primer pas de pre-plating per tal d’obtenir un cultiu ric en
MCPs i eliminar els fibroblasts.

3.1.5.2. Tecnica Pre-plating modificada
La tecnica de pre-plating modificada utilitzada per l'aillament de mioblastes es basa en les
descrites per Hindi i Lavasani et al. (Hindi et al., no date; Lavasani et al., 2013).

El sobrenedant de I'tGltim pas digestié enzimatica de muscul esquelétic de ratoli es va col-locar
en una placa p100 recoberta amb 1% gelatina (Thermo Fisher) i es va incubar a 372C, 5% CO;
durant 2 hores. Les cél-lules adherides a la placa es van marcar com a PP1 (pre-plate 1) i les
cel-lules suspeses en el sobrenedant es van traspassar a una nova placa p100 recoberta amb
gelatina al 1%, i es van anomenar la fraccié PP2. A la fraccid PP1 se li va afegir 5 ml de medi de
creixement (HAM’S F10 amb 20% FBS i 25 ug/ml FGF muri). Es van incubar la fraccié PP1 i PP2
durant 24 hores a 37 Ci 5% CO..

Després de la incubacié de PP2, es va recollir el sobrenedant i es va centrifugar a 930g, 42C
durant 5 min. Es va descartar el sobrenedant i el pellet cel-lular restant es va resuspendre en 5
ml de medi de creixement i es va transferir a una nova p100 recoberta amb gelatina al 1%,
aquesta fraccié es va anomenar PP3. Es va afegir 5 ml de medi de creixement a la fraccié PP2 i
es va retornar a l'incubador. El pas previament explicat es va repetir fins a arribar a obtenir una
fraccid PP6. L’Ultima fracciéd anomenada PP6 es va mantenir en una p100 recoberta amb gelatina
al'l% a 37 °Ci 5% CO; durant 72 hores. La majoria de les cél-lules amb lenta adheréencia es van
trobar a la fraccié PP5 i PP6. Aquestes dues fraccions un cop crescudes es van adjuntar a una
darrera fraccié que es va anomenar PP7. En aquesta etapa, les cel-lules que es van obtenir a PP7
van tenir un aspecte rodo, petites i refringents, i és la fraccié on es van trobar més nimero i
proporcié d’MPCs.

3.1.5.3. Diferenciacio de mioblastes de ratoli

La diferenciacid de les MPCs en mioblastes a miotubs es va induir mitjangant la privacié de
sérum. Les cél-lules es van sembrar a una alta densitat (25.000 cél-lules / cm? aprox) i se les va
deixar créixer fins arribar a confluéncia del 90% aproximadament. Un cop es va arribar a I'estat
de confluéncia desitjat es va canviar el medi de cultiu de creixement per un medi de diferenciacid
amb un baix percentatge de sérum ( DMEM high glucose amb 2% de serum de cavall (HS)). El
medi es va canviar cada 24-48 hores. A partir del tercer dia ja es van poder apreciar la formacié
de miotubs i contraccié espontania.

3.2. Tractaments

3.2.1. Compostos amb activitat read-through
Es van sembrar triplicats per cada cultiu cel-lular procedent de diferent origen. Les cel-lules es
van deixar créixer fins assolir confluencia suficient per a comencar el tractament de diferenciacié
i es van tractar amb les segilients condicions experimentals: (1) medi complet, (2) medi de
diferenciacid, (3) medi de diferenciacid més el vehicle dels farmacs (DMSO) (Sigma) , (4) 10 uM
PTC124, (5) 10 uM RTC13i (6) 10 uM RTC14. En el cas dels cultius primaris de mioblastes humans
només es va testar el PTC124. Els medis amb les diferents condicions es van canviar cada 24
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hores i es va seguir el protocol descrit per Welch et al i Finkel et al (Welch et al., 2007; Finkel et
al., 2013).

3.3. Analisi de viabilitat cel-lular
La linia cel-lular C1C12 va ser utilitzada per testar la viabilitat dels diferents compostos amb
activitat read-through. El medi de creixement que es va utilitzar es DMEM amb 1% PSF i 10% FBS
(Biowest).

Per a determinar la viabilitat, les cél-lules es van sembrar a la densitat optima adequada en una
placa de 96 pous, es van incubar durant 24 hores a 37 2C i 5% CO2. A continuacid, es va
resuspendre en DMEM amb 1% PSF (Biowest) les diferents concentracions dels
compostos a testar i es van posar en contacte amb les cel-lules.

A les 24 hores post tractament es va realitzar I'assaig de lactat deshidrogenasa (LDH). La
mesura de |'activitat de LDH es un assaig colorimetric de citotoxicitat de ampli espectre.
L’'enzim LDH es troba en el citoplasma de les cel-lules, que s’allibera quan aquestes
moren. El increment de I'activitat LDH en el sobrenedant del cultiu es proporcional al
numero de cel-lules mortes.

Es va utilitzar el sobrenedant de una nova placa de 96 pous i es va afegir el mateix volum
de reagent solution (Life Tecnhologies, Daiphorase/NAD+ catalyst tetrazolium salt INT
and sodium lactate). La placa es va incubar a temperatura ambient durant 30 minuts i
seguidament es va analitzar la densitat optica, mitjancant un lector de plagues a 490 nm
usant com a referencia la longitud d’ona de 620 nm. Els resultats es van expressar com
a % de viabilitat respecte a cel-lules control no tractades.

3.4. Analisi proteic

3.4.1. Extraccid de proteines

L'extraccié de proteines es va realitzar mitjangant I'homogeneitzacié de les mostres amb un
tampé de lisi RIPA (preparat a partir de Trizma Base, clorur sédic, SDS, NP-40 i acid deoxicolic)
amb inhibidors de proteases (Thermo Scientific) i inhibidors de fosfatases (Roche). Les cél-lules
cultivades es van homogeneitzar passant-les per una agulla de 30g i es van col-locar en un
agitador a 4°C O/N. A continuacid, es van centrifugar els tubs a 13.000 rpm durant 10 minuts a
4°C. El sobrenedant resultant és el que conté les proteines extretes i es van emmagatzemar a -
20 °Cfins a la seva analisi.

3.4.2. Quantificacid de proteines
Es va dur a terme seguint les instruccions del fabricant de DC Protein Assay kit de Biorad. Es
llegeix I'absorbancia a 750 nm mitjangant el lector de plaques (EIx800 Absorbance Microplate
Reader, Biotek). Es va generar una recta patré amb BSA (BioRad) en la que es van extrapolar els
valors de concentracié de les mostres.
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3.4.3. Analisi per electroforesi de proteines

3.4.3.1. Preparacio de les mostres
Les mostres es van diluir a una concentracié de 20 ug en tampé de lisi RIPA i es va afegir tampd
de carrega (Laemmli buffer TRIS 250 mM (pH 6.8), 6,5 ml TRIS 1M (pH 6.8), SDS 10%,
Bromophenol blue 0.5%, Glicerol 50% i B-mercaptoetanol). A continuacid, es van desnaturalitzar
les mostres a 952C durant 5 minuts.

3.4.3.2. Tecnica de Western blot
Es van prepar gels d’acrilamida de 8%. El gel esta compost per dues parts: Resolving i Stacking,
que sén preparats amb bis-acrilamida, aigua, tampo Tris 1.5M (pH=8.8) pel Resolving o tampd
Tris 0,5M (pH=6.8) per I'Stacking, 10%SDS, 10% persulfat d’amoni (APS) i tetrametiletilé diamina
(TEMED).

Es van carregar les mostres al gel i es va fer coérrer en tampd d’electroforesis (24mM Tris base,
190mM glicina i 3,4mM SDS) a 120V constants durant 1,5h, en una cubeta i font d’alimentacio
PowerPac300 (BioRad). A continuacid, el gel es va transferir a una membrana de PVDF
(ThermoScientific), en una cubeta de transferéencia (BioRad) amb tampo de transferéncia (24
mM Tris base, 200mM glicina i 20% metanol) a 42C i 150 mA constant O/N. Seguidament, es va
bloquejar la membrana amb llet descremada (Difco) al 5%, diluida en PBS i 0.1% Tween (PBS-
T), durant 1 hora en agitacié constant a temperatura ambient. Es van realitzar tres rentats de 5
minuts de les membranes en PBS-T i es va incubar les membranes amb I'anticos primari anti-
Dys | (NCL-DYS1- Novocastra, 1:100) , diluit en PBS-T, O/N a 4°C en agitacid. A continuacio es
van rentar la membranes tres vegades més durant 5 minuts amb PBST-T i es va incubar amb
I’anticos secundari conjugat amb HRP anti-Mouse (Dako, 1:5000) diluit en llet al 5% en PBS-T
durant 1 hora a temperatura ambient.

Finalment, es va revelar la membrana incubant durant 5 minuts amb Immobilon® Forte
Westerhn HRP substrate (Millipore) seguint les instruccions del fabricant. Es va visualitzar el
revelat amb I'aparell Odissey Fc Imaging System (LI-COR Biosciences). Es va quantificar el nivell
de proteina d’interés i el control de carrega amb el software d’Imagel 1.6 (Schneider et al.,
2017).

3.4.4. Analisis per immunofluorescéncia

Les cel-lules es van rentar amb PBS 1x fred i es van fixar amb 2% PFA, preparat en PBS 1x fred
durant 20 minuts a 4°C. A continuacid, es van rentar tres vegades amb PBS 1x: Tritd 0,1%. Es va
posar solucié de bloqueig (5% goat serum (GS): 5% Bovine serum albumin (BSA) en PBS1x : Tritd
0,1%) durant 1 hora a temperatura ambient. Un cop fixades i bloquejades, les cél-lules es van
incubar amb I'anticos primari aMHC (NB300-284 Novus Biologicals; dilucié 1:250), desmina
(ab32362 Abcam, dilucié 1:200) preparat en solucié de bloqueig O/N a 4°C. Es van rentar tres
cops amb PBS1x: Tritd 0,1 % i es va posar |'anticos secundari anti-mouse 596 (Thermofisher;
dilucié 1:200) o anti-rabbit 488 (Thermofisher; dilucié 1:500) preparat en solucié de bloqueig
durant 1 hora a temperatura ambient. Per finalitzar, es va rentar amb PBS1x:Trit6 0,1% i es va
realitzar el muntatge amb Vectashield amb DAPI (VectorLab). Les mostres es van analitzar amb
el microscopi de fluorescencia (Olympus).
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3.4.5. index de fusié

Es una eina que ens ajuda a interpretar el tant percentatge de cél-lules musculars diferenciades
en cultiu. El index de fusid es va determinar com el percentatge de nuclis en miotubs (> 2 nuclis)
respecte el nimero de nuclis totals, en miotubs marcats amb MHC.

3.5. Analisi estadistic
Totes les dades dels grups s’expressen com a mitjana + desviacio estandard. Les comparacions
entre grups es van realitzar mitjangant el programari Prism 8 (GraphPad) mitjangant t-test. Les
diferéncies entre grups es van considerar significatives quan p < 0,05 (* < 0,05; ** < 0,01; *** <
0,001; **** < 0,0001).
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4. Resultats

4.1. Plataforma in vitro muscular humana

4.1.1. Purificacié de cultiu primari huma
Un cop realitzat I'aillament de cel-lules primaries humanes musculars amb el protocol establert
anteriorment al grup de Neurologia Pediatrica, s'obté un cultiu heterogeni format per cel-lules
mioblastiques i també per altres cel-lules presents en el teixit muscular com sén els fibroblasts i
els pericits. Va ser necessari establir un protocol de separacié optim per a obtenir un cultiu
cel-lular amb un percentatge de mioblastes elevat. Les diferents estratégies de purificacié que
es van testar van ser basades en la técnica de pre-plating, que es basa en les caracteristiques
d’adhesié diferencials dels diversos tipus cel-lulars presents en el cultiu (Rando and Blau, 1994).

Per testar les diferents condicions es va utilitzar el cultiu cel-lular obtingut de control sa.

A DAPI| Desmin B
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Figura 1.5. Les diferents estratégies de
purificacié testades son: (1) Control sense
purificar {2) Pre-plating (3) Pre-plating i
coating de gelatina (4) Pre-plating després

3 d’un cicle de congelacié / descongelacié (5)

Pre-plating i coating de gelatina després d’un
cicle de congelacié /descongelacié.
{A) Immunohistoguimica de cultiu primari de

mioblastes derivat de bidpsies humanes.
Imatges representatives de marcatge de
4 mioblastes amb anticds primari MyoD. (B)
Grafic de barres que mostra el resultat de les
diferents estratégies de purificacié testades.

Es realitza recompte total nuclis i de
mioblastes marcats amb MyoD de 10 camps
per cada mostra. Les dades es mostren
representades com la mitjana del % de
mioblastes / nuclis totals * desviacid
estandard.

La immunotincié per a la desmina, un marcador establert de cél-lules miogéniques, va permetre
la identificacid de les cél-lules miogeniques dins de la barreja heterogenia de cél-lules
mononucleades extretes de I'explant procedent de la biopsia muscular. Els nuclis de totes les
cél-lules es van marcar mitjangant la sonda d’unié a ’ADN 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI).
A la Figura 1.5. observem que la condicid on obtenim un major proporcié de cél-lules
mioblastiques respecte el nombre total de cel-lules en cultiu és quan es realitza el pre-plating
un cop tripsinitzats de I'explant en placa coatada amb gelatina i sense cicles de congelacié
/descongelacid.
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4.1.2. Teécnica de diferenciacio classica per privacié de serum
A diferencia de les condicions de proliferacio i creixement de les cél-lules musculars humanes
que estan ben establertes, les condicions de diferenciacid per els sistemes musculars in vitro
publicats fins el moment han demostrat tenir capacitat de diferenciacié limitades. Cosa que fa
necessaria la caracteritzacié d’aquestes condicions per assolir una capacitat de diferenciacio
major.

A diferencia de les condicions de proliferacio i creixement de les cel-lules musculars humanes
gue estan ben establertes, les condicions de diferenciacid per els sistemes musculars in vitro
publicats fins el moment han demostrat tenir capacitat de diferenciacié limitades. Fet que fa
necessaria la caracteritzacié d’aquestes condicions per assolir una capacitat de diferenciacié
optima.

La técnica més utilitzada es basa en la reduccid o privacié de serum. Per tal d’escollir els medis
de diferenciacid a analitzar es va fer una cerca bibliografica de treballs relacionats amb la
diferenciacid de cultius de cel-lules musculars i principalment de cultius primaris d’humans. Una
vegada feta aquesta cerca es van escollir els medis a testar en funcié de I'experiencia prévia en
el grup d’investigacid, de la freqiiencia de la seva utilitzacid i dels resultats obtinguts en els
treballs cercats (Veure taula 1.2).

1 DMEM high - 10 10 (Welch et al., 2007)
2 DMEM low 2% HS 10 - (Stern-Straeter et al., 2008;
: M199 Nesmith et al., 2016; Witt et
(1:3) al., 2017)
3 DMEM high 2% HS 100 - (Asakura, Komaki and

Rudnicki, 2001; Gaster et al.,
2001; Barro et al., 2010; Li et
al., 2013)
Taula 1.2. Resum de la composicié de diferents medis de diferenciacié testats en mioblasts
humans.

Els diferents medis de diferenciacid es van testar en cultius de mioblastes primaris d'individus
sans. Es va avaluar la diferenciacié mitjangant immunohistoquimica amb marcatge de MHC i es
va calcular I'index de fusid. A la figura 1.6. podem observar com I'index de fusié per tots els
medis testats es troba entre 15-20%, sent el medi compost per DMEM amb alta concentracio de
glucosa, insulina a 10 pug/ml i apotransferrina 10 mg/ml amb el que s’assoleix un index de fusid
més elevat.
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Figura 1.6. Els diferents medis testats sén:
(1) DMEM high + 10 pg/ml Insulina i 10
2 ug/ml Apotransferrina  (2) DMEM low
glucose : M199 (1:3) + 2% HS + 10 pg/ml
Insulina {3) DMEM high + 2% HS + 100 pg/ml
_mom Insulina .
{A) Immunohistogquimica de miotubs formats
| - .

4.1.3. Teécnica de diferenciacié d’alta densitat de sembra
La tecnica de diferenciacié d’alta densitat de sembra o HDSS esta basada en la técnica descrita
per Marquette et al. (Marquette and Sognier, 2016) per la linia cel-lular C2C12. En relacié a les
cél-lules musculars primaries, el maneig i el cultiu de cel-lules C2C12 és realment senzill pero per
tal de poder utilitzar aquesta técnica en cultius primaris humans s’han de tenir en compte les
seves limitacions i adequar la tecnica a aquest tipus cel-lular i amb unes dimensions molt més
reduides. Aix0 és degut a que els mioblastes primaris humans no immortalitzats sén una eina
molt valuosa, pero a I’hora limitada per una lenta proliferacié cel-lular que redueix enormement

304

Index de fusid

a partir de céllules derivades de bidpsies
humanes de pacients. Marcatge de la
formacié de miotubs amb anti-MHC.

{B) Grafic de barres on es mostra I'index de
fusié per als diferents medis de diferenciacié
testats. N= minim de 3 camps per a cada
condicié. Les dades es mostren com la
mitjana * desviacié estandard.

la finestra temporal per fer els experiments. D’aquesta manera, era importantissim podem
disminuir la gran quantitat de cél-lules utilitzada en aquesta técnica. A més, les linies
immortalitzades de ratoli com ara la C2C12 i els mioblastes murins primaris, a diferéncia dels
mioblastes primaris humans, tenen una bona diferenciacié amb medis de cultiu especifics amb
percentatges de sérum variables entre el 8%-1%, i no necessiten de recobriments de gelatina o
matrigel per la seva correcta diferenciacié (Cheng et al., 2014).

Per a comprovar que els canvis proposats i detallats anteriorment a métodes sén optims per
assolir a un grau de diferenciacié igual o superior a I'indicat en la tecnica anteriorment descrita,
es va realitzar una prova pilot on es van testar els canvis en la mateixa linia cel-lular utilitzada
per Marquette et al., la C2C12.
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2 dies

6 dies

11 dies

12 dies

Figura 1.7. Imatges de microscopia de contrast de fase del procés de
diferenciacié C2C12 amb la técnica HDSS.

Al sembrar les cel-lules amb la técnica HDSS es va aconseguir una densitat elevada de cél-lules
concentrades en un punt. A la figura 1.7 podem observar com a les 48 hores de la sembra les
cel-lules van comencar a proliferar a la periféria del punt de la sembra. Les cél-lules de la periféeria
tenien un aspecte més pla respecte les de I'interior, que s’observaven més arrodonides. Aixo és
degut a que les cel-lules de I'interior que tenien més contacte cel-lula - cel-lula van comencar a
fusionar-se per madurar i formar cél-lules multinucleades, mentre que les de la periféria seguien
proliferant i cobrint la part de la placa que es trobava buida i sense cel-lules. També podem
observar com a l'interior del punt de sembra les cel-lules tenien una estructura alineada i
organitzada, a diferéncia de la periféria en que les cel-lules estaven desorganitzades i en diverses
orientacions.

Als 6 dies de la sembra vam veure com les cel-lules van continuar creixent en una direccié cap a
I’exterior del punt de sembra cap a zones desocupades de la placa de cultiu. La produccio
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continuada de cel-lules va augmentar gradualment la grandaria del punt de sembra. A mesura
gue els punts de sembra s’aproximaven veiem com les cél-lules de la periféria que es trobaven
desorganitzades s’acabaven alineant com la resta de la placa en una estructura organitzada.

Als 11i 12 dies de la sembra les cel-lules van seguir creixent, pero en aquest punt quedava molt
poc espai disponible per continuar creixent de manera que les céel-lules quedaven limitades
espaialment per les cel-lules adjacents i per tant es van veure obligades a alinear-se cap a
I’exterior del punt de sembra. A mesura que les cel-lules van anar creixent, va disminuir I'espai
disponible i les cel-lules van experimentar un augment de contacte cel-lula - cél-lula fet que va

augmentar la diferenciacio cel-lular.

A partir del dia 11 ja era evident un alt grau de diferenciacio, i es produien contraccions

espontanies.
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Figura 1.8. (A) Immunohistoquimica de
miotubs formats a partir de cél-lules C2C12
amb meétode de diferenciaci6 HDSS.
Marcatge de la formacié de miotubs amb
anti-MHC.
(B) Grafic de barres on es mostra I'index de
fusio per als diferents medis de diferenciacié
testats. N= minim de 3 camps per a cada
condicié. Les dades es mostren com la
mitjana + desviacio estandard.

Catorze dies després de la sembra en HDSS es va procedir a realitzar la caracteritzacié del grau
de diferenciacié immunohistquimica amb marcatge anti-MHC i es va quantificar I'index de fusid.
A la figura 1.8 podem observar un alt nivell d’alineacié i organitzacié cel-lular, associat a un alt
grau de diferenciacid cel-lular, amb un index de fusié de 95,5 + 2,05.

A continuacié es va realitzar la téecnica HDSS amb les modificacions testades en ceél-lules
primaries humanes sanes i de pacients amb DMD.
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14 dies

Figura 1.9. (A) Imatges de microscopia de contrast de fase del procés de diferenciacid mioblastes
extrets de biopsies humana sana amb la técnica HDSS. (B) Immunohistoquimica de miotubs formats
amb la técnica HDSS a partir de cél-lules derivades de bidopsies humanes de pacients amb DMD.
Marcatge de la formacié de miotubs amb anti-MHC.

En les cél-lules primaries humanes provinent de controls sense cap patologia neuromuscular
podem observar un alt grau d’organitzacié i diferenciacio cel-lular.

A B
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Figura 1.10. Els diferents métodes de diferenciacié testats son (1) Diferenciacié classica per privacié de
serum (2) Tecnica de diferenciacié HDSS (A) Immunohistoquimica de miotubs diferenciats a partir de
cél-lules derivades de biopsies humanes. Marcatge de la formacié de miotubs amb anti-MHC. (B) Grafic de

barres on es mostra l'index de fusié pels diferents métodes de diferenciacié testats. N= minim de 3 camps
per a cada condicid. Les dades es mostren com la mitjana + desviacié estandard. (****) p<0,0001.
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A la figura 1.10 podem veure una comparativa del grau de diferenciacié obtinguda en cél-lules
primaries humanes sanes amb la técnica de diferenciacié per privacio de serum i amb la tecnica
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HDSS. Els miotubs diferenciats amb la teécnica HDSS es troben alineats i amb una alta organitzacio
mentre que els miotubs formats amb privacié de serum estan més desorganitzats i no tenen una
orientacié clara. Mitjangant la técnica de privacié de serum el index de fusié més elevat obtingut
vaser 17,59+ 5,05 iamb latecnica HDSS 83,1 £ 8,6 amb una diferéncia significativa amb un valor
de p de 0,0001.

També es va realitzar la diferenciacié amb la técnica de HDSS en tres cultius de pacients amb
DMD. A la figura 1.11 podem observar com l'index de fusié és molt variable entre els diferents
cultius. En dos dels tres cultius testats es pot observar una alta alineacid i organitzacid, amb un
index de fusié de 72,39(+ 6,5)% i 77,62(%4,2)%, similar a I'obtingut en el cultiu primari huma
control (sense patologia neuromuscular). En el tercer cultiu testat es va obtenir un index de fusid
68 vegades més baix amb un valor de 6,04 (+5,62)%.

DAPI MHC

100+

Index de fusié

N Y L

Figura 1.11. Diferenciaci6 amb técnica
HDSS de 3 cultius provinents de biopsies de
pacients de DMD amb mutacié sense sentit
(1) c.9844C>T, p.Arg2982X (2) c.9148 C>T
,  p.GIn3050X (3) c.6554dupT, p.
Leu2185Phefs*38 (A) Immunohistoquimica
de miotubs diferenciats a partir de cél-lules
derivades de biopsies humanes de pacients
amb DMD. Marcatge de la formacié de
miotubs amb anti-MHC. (B) Grafic de
barres on es mostra I'index de fusié pels
diferents metodes de diferenciacié testats.
N= minim de 3 camps per a cada condicio.
Les dades es mostren com la mitjana
desviacio estandard.

En els cultius de miotubs a partir de cél-lules primaries de muscul de pacients amb DMD podem
observar que hi ha zones on els nuclis no es troben alineats sino que s’acumulen formant el que
s’anomena bossa nuclear.

4.2, Cultiu primari de ratoli

4.2.1. Obtencié de MPCs murines mitjangant digestié enzimatica i técnica de pre-
plating modificada.

Les cél-lules obtingudes a partir de la digestié quimica es van col-locar en una placa recoberta
de gelatina i després de 2 h d’incubacié el sobrenedant es va passar a un altre placa i es va
incubar durant 24 h, aquest ultim pas es va repetir 5 vegades. Un cop extretes les cél-lules del
muscul de ratoli podem observar morfologicament dos tipus cel-lulars: els fibroblasts que tenen
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forma estrellada i plana, i els mioblastes que tenen forma arrodonida i molta més refringencia.
A la figura 1.12 podem observar com en els primers pre-platings trobem les dues poblacions de
cel-lules, i majoritariament es veuen cel-lules fibroblastiques, perd a mesura que anem fent pre-
platings la poblacié mioblastica va creixent i la fibroblastica es va reduint. A I'Ultima imatge
referent a pre-plating 7 podem observar com la poblacié majoritariament es mioblastica i s’han
reduit les cél-lules fibroblastiques al minim.

Figura 1.12. Cellules observades després de la digestié quimica i
seguint la tecnica de pre-plating modificada (A) Cél-lules obtingudes
després de 2 hores d’'incubacid, (B) Cél-lules obtingudes després de 24
hores d’incubacio posteriors (PP2), (C) Cel-lules obtingudes després de
48 hores d’incubacié (PP3), (D) Ceéllules obtingudes al 72 hores
d’incubacié (PP4), (E) Cel-lules obtingudes a les 96 hores d’incubacio, (F)
Cel-lules obtingudes a les 120 hores d’incubacié, (G) i (H) Cel-lules
obtingudes a partir de pre-plating de PP5 i PP6. Imatges obtingudes
amb microscopi Nikon Ecplise TS100,x4.
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Les MPCs purificades es van expandir i el resultat va ser
I’obtencié d’una poblacién de MPCs sense fibroblastes
amb una bona taxa de creixement i rapida expansio
(Figura 1.13).

Les imatges de la figura 1.12 i 1.13 corresponen a les
cel-lules obtingudes per a ratolins mdx, es va realitzar
el mateix procediment per ratolins wt obtenint els .. "1 12 \iocs obtingudes a partir de

mateix resultats pero no hi ha fotografies disponibles.  rexpansi¢ de cultius purificats a través de
pre-plating modificat. Imatges obtingudes
amb microscopi Nikon Ecplise TS100,x4.

Per verificar el percentatge de mioblastes als cultius després de la tecnica de pre-plating
modificada es va realitzar una immunohistoquimica amb un anticos primari anti-desmina en els
cultius primaris de ratolins mdx i wt. A la figura 1.14 podem observar com més del 90% de les
cél-lules son desmina positives.

DAPI Desmina Merge ——

50

Purity

Figura 1.14. Immunohistoquimica de cultiu primari de mioblastes derivat de muscul de ratoli. Imatges representatives de
marcatge de mioblastes amb anticos primari Desmina (B) Grafic de barres que mostra el total de cél-lules positives per
Desmina. Es realitza recompte total nuclis i de mioblastes marcats amb Desmina de 10 camps per cada mostra. Les dades
es mostren representades com la mitjana del % de mioblastes / nuclis totals + desviaci6 estandard. . Imatges obtingudes
amb Microscopi confocal FluoView™ 1000 Olympus.

4.2.2. Diferenciacié de MPCs
A partir de MPCs aillades podem observar la formacié de miotubs per privacié de serum en
el medi, tant en cultius de ratolins wt com en mdx. A la figura 1.15 podem observar la
formacié d’estructures allargades i fusiformes, caracteristiques tipiques dels miotubs.
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Figura 1.16. Marcatge de la formacio de
miotubs amb anti-MHC de cultius wt (a i
b) i mdx (cid).

R ; (W% o
Figura 1.15. Mioblasts diferenciats derivats de

ratolins wt (A) i mdx (B). Imatges obtingudes
amb microscopi Nikon Ecplise TS100,x4.

Per poder verificar que aquestes estructures observades sén miotubs diferenciats es realitza
una inmunohistoquimica anti-MHC. A la figura 1.16 podem veure com hi ha estructures
multi-nucleades marcades amb verd positives amb la tincié anti-MHC. De manera que es
pot confirmar que en ambdos cultius arriben a la diferenciaciéo de miotubs amb la privacio
de sérum.

4.3. Tractament amb farmacs read-through

4.3.1. Citotoxicitat i viabilitat cel-lular
Els resultats obtinguts per a |'assaig de citotoxicitat LDH van mostrar que, tal com es va
informar anteriorment en la literatura, tant RTC13 com RTC14 tenen un percentatge més
elevat de citotoxicitat en comparacié a PTC124 (Figura 1.17). A més, el percentatge de
viabilitat cel-lular va ser més gran en els cultius tractats amb PTC124, sent superior al 97%.
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Figura 1.17. Percentatge de citotoxicitat i viabilitat cel-lular quan es
tracten cel-lules C2C12 amb PTC124, RTC13 i RTC14.

4.3.2. Tractament amb PTC124 en cél-lules primaries humanes diferenciades
El tractament a cél-lules primaries humanes amb PTC124 es va realizar en els cultius de
pacients amb DMD i controls mostrats a la taula 1.2 (veure a apartat 3.1.3.4. Técnica de
diferenciacié classica). Es van sembrar a la densitat esmentada i un cop arribada a la
confluéncia de 80-90% es va iniciar el protocol de diferenciacié amb la tecnica HDSS. Després
de canviar el medi a medi de diferenciacié es va iniciar el tractament amb 10 uM PTC124.

Ales 24 h de Iinici del tractament es va observar un increment de la mort cel-lular en els cultius
tractats amb PTC124, a diferencia dels controls amb el vehicle de farmac (DMSO) en els que a
simple vista no es va visualitzar mort cel-lular. Entre les 48 i 72 h després d’iniciar el tractament,
totes les cel-lules dels pous tractats amb PTC124 estaven mortes i desenganxades de la
superficie de la placa, a diferencia dels controls no tractats (imatges no disponibles).

Es va decidir no tractar amb altres farmacs read-through a I'espera de resultats amb els test
in vitro amb cel-lules de ratoli atesa la importancia de les mostres humanes i de la dificultat
en la seva obtencio.

4.3.3. Tractament amb PTC124, RCT 13 i RTC 14 en cel-lules primaries de ratoli

El tractament en cel-lules primaries de ratoli amb PTC124, RTC13 i RT14 es va realitzar en
cultius primaris extrets de ratolins mdx. Es van sembrar a la densitat adequada i un cop
arribada a la confluéncia de 80-90% es va iniciar el protocol de diferenciacié per privacié de
sérum i es va iniciar el tractament amb 10 uM de PTC124, RTC13 i RTC14. Es va canviar el
medi cada 24 h afegint nova dosis de farmac cada canvi de medi. A la figura 1.18 podem
observar com no hi han diferencies significatives per analisi microscopic entre les cel-lules
no tractades i les tractades. Es veu com hi ha un augment de diferenciacié a mesura que
passa el temps amb el medi de diferenciacio, arribant a la seva maxima diferenciacié entre
les 72 i les 96 hores. No observem mort cel-lular significativa, tot i que cal remarcar que les
cel-lules tractades amb RTC13 agafaven una tonalitat groguenca deguda all farmac, pero
aparentment aquest fet no repercutia en la viabilitat cel-lular.
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Figura 1.18.Tractament de cél-lules primaries derivades de ratolins mdx amb
diferents farmacs read-through. Imatges obtingudes amb microscopi Nikon Ecplise
TS100,x4.

Per avaluar I'efecte dels tractament in vitro _wt _PTC124 RTC13  RTC14
en les cél-lules de ratoli mdx es va realitzar
un analisis de Western blot on es va . 2;75103
detectar I'expressié de distrofina. No es va
observar proteina en les cél-lules tractades GAPDH
amb cap dels farmacs read-through 37102
analitzats.

Figura 1.19. Western Blot per Dysl i
GAPDH de cel-lules primaries de ratoli mdx
tractades amb diferents farmacs read-
through. GAPDH es la proteina utilitzada
com a control de carrega que ens permet
normalitzar I'expressié de les proteines
d’interés.
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CAPITOL 2

1. Introduccié
1.1. Distrofia Muscular Congeénita tipus 1A (MDC1A)

La Distrofia Muscular Congenita tipus 1A (MDC1A) és una de les Distrofies Musculars Congénites
(DMC) més severes. Esta causada per la deficiencia total o parcial de laminina-a2. La prevalenca
no és ben coneguda, pero s’estima entre 1-9/1.000.000 de persones. MDC1A és una malaltia
ultra rara i representa al voltant del 30% dels casos de distrofia muscular congénita als paisos
europeus, pero és més rara als paisos asiatics (Durbeej, 2015) .

Es tracta d’'una malaltia autosomica recessiva causada per mutacions en el gen LAMA2
(6g22.33), que conté 65 exons i codifica per la subunitat a2 de la laminina o merosina. S’han
identificat més de 350 mutacions en el gen, que provoquen la malaltia associada a una abséncia
de laminina 211 (L211) parcial o completa (Pasteuning-Vuhman et al., 2018). Segons la quantitat
de proteina residual funcional, el fenotip varia en la seva gravetat (Jones et al., 2001; Durbeej,
2015).

Es caracteritza per tenir inici en la infancia, i es presenta amb hipotonia més o menys severa i
debilitat muscular progressiva amb pérdua dels items del desenvolupament motor. Poden tenir
altres simptomes com contractures, escoliosi, rigidesa de la columna vertebral, problemes
respiratoris i deglutoris (Pasteuning-Vuhman et al., 2018).

Actualment és una malaltia incurable i de mal pronostic, sovint provoca una mort prematura i
disminueix la qualitat de vida dels pacients requerint dispositius d’assisténcia per la mobilitat,
respiracio i deglucio. El tractament actual és generalment simptomatic i inclou un seguiment
multidisciplinari per part de facultatius especialistes (Gawlik and Durbeej, 2011; Yurchenco et
al., 2018).

El diagnostic es basa en troballes cliniques, EMG, biopsia muscular i cutania, imatge cerebral i
muscular, analisis de sang per detectar nivells de creatina cinasa (CK) i proves genetiques
moleculars [12]. Es pot fer diagnostic prenatal, perdo només es realitza en dones embarassades
amb antecedents familiars coneguts (Naom et al., 1997).

1.2. Biologia de les Laminines

Les laminines sdn les principals proteines de la matriu extracel-lular, encarregades de I'estabilitat
i integritat muscular. Es troben principalment a la membrana basal que es compon de lamines
fines de matriu extracel-lular subjacents a les cél-lules epitelials i endotelials, i que envolten les
cél-lules musculars, de Schwann i grasses (Goudenege et al., 2010).

Les laminines son proteines heterotrimeériques (400-900 kDa) fortament glicosilades,
constituides per tres subunitats (a, B i Y). Hi ha cinc gens diferents que codifiquen per subunitats
o (LAMA1-5), quatre per subunitats p (LAMB1-4) i tres per Y (LAMC1-3). Diferents combinacions
de subunitats s’acoblen intracel-lularment i se secreten a la matriu extracel-lular o a la circulacid
(Hamill et al., 2009; Goudenege et al., 2010).

Els diferents trimers de laminines s"anomenen depenent de la composicid de les cadenes que
els formen (Hamill et al., 2009; Holmberg and Durbeej, 2013). ]. La primera isoforma de laminina
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descoberta va ser la laminina 111 (L111), i es va trobar en el sarcoma muri Engelberth-Holm-
Swarm (EHS). Esta formada per les subunitats: al, B1 i Y1. S’expressa durant el
desenvolupament embrionari i no es troba present en condicions normals en el muscul
esqueletic adult.

La seglient laminina descoberta va ser la L211, un trimer compost per les subunitats a2, f1i Y1,
que va ser inicialment aillada de la placenta. Constitueix la forma principal present a la
membrana basal de la matriu extracel-lular del muscul esquelétic adult i els nervis periférics. Es
una molécula d’adhesio crucial en la senyalitzacié cel-lular i la supervivéncia i diferenciacié de la
miofibra, actuant com a element central en la xarxa de proteines extracel-lulars (Goudenege et
al., 2010).

La laminina-a2 forma part del trimer L211 i té un pes molecular a2
predit de 380 KDa. Pot ser escindida per una convertasa
semblant a la furina en un segment N-terminal de 300 kDa i un
segment C-terminal de 80 KDa, que romanen associats de
manera no covalent. Es desconeix si aquest procés proteolitic te
conseqliencies funcionals en el muscul in vivo. Té una
organitzacid similar a les altres laminines amb diverses regions
rod-like (Gawlik and Durbeej, 2011).

Els dominis LG de la cadena laminina- a2 de I'extrem C terminal
s’uneixen a la proteina a-distroglica (a- DG), un componen
extracelular del complex distrofina-glicoproteina (Sunada et al.,
1994), i amb la integrina a7B1, expresada a la superficie de la
fibra muscular. Aquestes unions son les encarregades de portar
a terme la comunicacié entre la lamina basal de I'ECM i el
citoesquelet de la cel-lula muscular, i proporcionen suport
mecanic i estabilitzacié del sarcolema durant la contracci6  Figura 2.1. Esquema de
muscular (Timpl and Brown, 1996). I’estructura de laminina-

211 (Gawlik and Durbeej,
El domini LN de la laminina-a2 és I'encarregat d’interaccionar 2011)

amb I'agrina, proteina que té un paper molt important en la
formacié de la unié neuromuscular. A més, és fonamental per

I’'assemblatge en xarxes amb altres cadenes de laminina-a2 i components de la lamina basal del
muscul, inclos el col-lagen 1V, fibulina-1, perleca i nidogen, entre d’altres (Timpl and Brown,
1996; Hamill et al., 2009).

La L211 actua com a element central en la xarxa de proteines extracel-lulars mitjangant les
interaccions amb les proteines anteriorment esmentades, protegint la fibra muscular de danys
sota I'estres mecanic constant que es produeix durant la contraccid muscular. També participa
en la supervivéncia i diferenciacié de les cel-lules musculars mitjangant interaccions amb la
integrina a7B1 i I'a-DG, que activen PI3K/Akt i MAPK (Sunada et al., 1994).

1.3. Patogénesi molecular de la MDC1A

L’absencia total o parcial de la cadena laminina-a2 causa una alteracioé de I’enllag mecanic entre
la fibra muscular i la membrana basal. la manca d’'unié i I'alteracié de la senyalitzacio
intracel-lular provoca danys freqiients en el sarcolemma que provoca lesié muscular, que alhora
indueix una resposta inflamatoria. A més, pel fet que la deficiencia de la merosina també afecta
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negativament a la senyalitzacid de les cel-lules satel-lits, el pacient es troba en un estat de dany
muscular constant infiltrat per cél-lules inflamatories, provocant una marcada inflamacié
cronica. Aquests cicles repetitius de degeneracid, reaccié inflamatoria i regeneracié, donen lloc
a l'activacio de les cel-lules estromals mesenquimals residents en el teixit, que promouen la
substitucid de teixit muscular per teixit fibrotic i/o adipds, provocant la degeneracié del muscul
esquelétic i la pérdua de funcionalitat. Per aquesta rad, la MDC1A es caracteritza per péerdua de
massa muscular, i a escala cel-lular, reduccié de grandaria i nimero de cel-lules musculars
diferenciades (Meinen et al., no date; Goudenege et al., 2010).

Per compensar les deficiencies provocades per I'abséncia o disminucié de la laminina-a2, hi ha
una sobre-expressid compensatoria de gens com LAMA4 i LAMAS, augmentant la produccié
d’aquestes proteines. Perd aquest augment no és suficient per compensar la pérdua de L211.
Aix0 és degut al fet que els seus enllacos amb la a-DG sén insuficients i no poden induir
I"autopolimeritzacié com fa la laminina-a2 (Meinen et al., no date; Yurchenco et al., 2018).

També hi ha regulacié compensatoria d’altres cadenes de laminines com la B2 que es troba molt
reduida a la membrana basal del sarcolemma alhora que I'a-DG es troba reduit en el muscul
esquelétic. En canvi, I'expressi6 de I'a-DG en la forma glicosilada esta lleugerament
augmentada, juntament amb el B-DG. L'expressid de la integrina a7p1 també es veu
desregulada, i tot i que sembla augmentar la seva sintesi, hi ha un deteriorament evident de la
seva acumulacié al sarcolemma (Durbeej, 2015).

1.4. Models in vivo de MDC1A

Hi ha diversos models animals de MDC1A com sdén el peix zebra, ratoli, gos i gat. Actualment, el
model més utilitzat per a realitzar els estudis basics i preclinics per MDC1A és el ratoli.

S’han desenvolupat diversos models de ratoli per MDC1A que tenen moltes de les
caracteristiques de la malaltia i confirmen la correlacié entre I'expressié de la cadena a2 i la
severitat de la malaltia (Pasteuning-Vuhman et al., 2018) A la figura 2.2 podem observar un
resum dels models que es disposen avui en dia juntament amb les seves caracteristiques.

Ratoli Mutacio Expressio proteina Supervivéncia Pes corporal Distrofia
Laminina-a2 (setmanes) Muscular

dy”/dy” Missense Normal No reduccié Normal Suau
ENU-induida

dy?/dy? Splice-site Reduida Lleugerament Lleugerament  Suau
Espontania reduida baix

dy/dy Desconeguda Molt baixa o absent  20-35 Baix Moderada
Espontania

dyV/dyW knockout Molt baixa o absent 516 Molt baix Severa
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dy3**/dy**  knockout Absent 35 Molt baix Severa

Taula 2.1. Resum de les principals caracteristiques dels models actuals per ratoli per MDC1A
(Yurchenco et al., 2018).

El model de ratoli Dy2j/Dy2j (C57BL/6J-Lama2dy-2j) és el que s’ha utilitzat en la realitzacié
d’aquest treball. Aquests ratolins tenen una mutacié espontania homozigota d’splicing que
causa una delecid in frame de 57 aminoacids (exd 39-40) de la laminina-a2, produint una
proteina L211 truncada (Pasteuning-Vuhman et al., 2018; Yurchenco et al., 2018). Es
caracteritzen per una debilitat progressiva amb component miopatic i paralisi per neuropatia
periférica que comenca al voltant de les tres setmanes d’edat. El muscul esquelétic mostra
canvis degeneratius amb proliferacié de nuclis en els sarcolemmes, augmenta la quantitat de
teixit intersticial i la variacié de mida entres les fibres musculars individuals (Sunada et al., 1995;
Durbeej, 2015; Pasteuning-Vuhman et al., 2018) .

1.5. Terapies per MDC1A

Hi ha diverses estrategies de tractament proposades actualment que estan en diferent fase de
desenvolupament. La més Obvia seria la restauracio de la laminina-a2, tot i que la laminina al
(la isoforma embrionaria predominant, altament homologa a la a2) també s’ha demostrat que
pot substituir amb exit la funcié d’aquella. Aquesta restauracio es pot fer en forma de proteina
(terapia substitutiva o de reemplacament), o a nivell genétic (terapia genica). L'inconvenient per
aquest darrer enfocament és la grandaria d’aquestes subunitats i el limit dels vectors més
utilitzats en l'actualitat a la clinica, els vectors adenoassoaciats (AAV). Per aquest motiu, s’estan
provant altres terapies com ara: (1) (Aoki et al., 2013) (2) (2) CRISPR-Cas9 mediada per AAV per
la correccio de defectes d’splicing o per I'activacié de LAMA1 (Kemaladewi et al., 2019) (3) (3)
combinacié de proteines de com la mini-agrina o la aLNNd (Qiao et al., 2005, 2018) (4)
reemplacament amb L111 (Van Ry et al., no date) (5) farmacs com I'omigapil, losartan,
prednisolona o bortezomib, que inhibeixen I'apoptosi, redueixen la fibrosi, i inhibeixen la
inflamacio o el proteosoma, respectivament (Erb et al., 2009; Elbaz et al., 2012; Yu et al., 2013).

Alguns dels resultats més prometedors actualment sén els obtinguts amb omigapil amb el que
el fabricant (Santhera) ja ha iniciat un assaig clinic en humans (Erb et al., 2009; Yu et al., 2013).
També, farmacs com losartan o bortezomib que ja s’han mostrat prometedors en els estudis
preclinics en ratoli, i podrien avangar rapidament a assaigs clinics (Elbaz et al., 2012; Kérner et
al., 2014). Aquestes terapies, pero, es basen en farmacs que no aborden la etiologia de la
malaltia, i s’"ha de tenir en compte també que poden tenir efectes adversos.

Per tal de poder tractar correctament la patologia probablement sera necessari restaurar la
membrana basal del muscul esquelétic i reforgar I'adhesié d’aquest. Com s’ha dit abans, aix0 es
podria aconseguir amb terapia genica, terapia de reemplagament o amb altres enfocaments
basats en molecules petites. La terapia genica amb cDNA grans representa un gran repte amb
els vectors utilitzats actualment en la clinica. Actualment, una de les linies més prometedores és
la terapia de reemplacament amb L111 recombinant (Jachinta E. Rooney et al., 2012).
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Malgrat el progrés en la investigacié relacionada amb MDCI1A en els darrers anys, segueix sent
una patologia greu sense cura. Per aix0, és necessari fer recerca basica, translacional i clinica
continuada per arribar a desenvolupar un tractament efectiu.

1.6. Terapia Génica

La terapia génica es defineix com la modificacio genética de les cel-lules o teixits per produir un
efecte terapéutic. Aquestes modificacions es poden dur a terme en cél-lules cultivades que
s’administren posteriorment al pacient (aproximacio ex vivo) o impliquen procediments in vivo
injectant directament el material genétic al pacient, produint-se la modificacié genética dins el
subjecte (aproximacio in vivo)(Kaji and Leiden, 2001), (Thorne et al., 2018)

Hi ha estudis on el material genétic es lliura sense vector. Pero I’ADN/ARN nu administrat per
via intravenosa es degrada rapidament per les nucleases que es troben a la sang, per tant, és un
procés molt ineficient (Kawabata, Takakura and Hashida, 1995). Una possibilitat és utilitzar
formes modificades que siguin resistents a les RNAses, com ara els morfolins o els fosforotioats.
L’Us de la injeccid hidrodinamica augmenta la possibilitat de I'entrada del material genétic nu a
la cél-lula. Es tracta d’una infusio rapida d’un gran volum de liquid a elevada pressid i velocitat,
provocant la permeabilitzacid transitoria de les membranes cel-lulars. Una altra estratégia és
I'electrotransfeccid, que consisteix en l'aplicacié de polsos eléctrics després de la injeccié de
material genétic de manera que es permeabilitzen les membranes cel-lulars. Aquest
procediment s’ha provat en molts organs, pero els més freqlients sén els musculs esquelétics i
els tumors (Heilbronn and Weger, 2010; Gémez-Aguado et al., 2020).

Sovint el material genétic és transportat per vectors, que actuen com escuts protectors i
permeten el lliurament eficient del material genétic a les cél-lules (Thorne et al., 2018). Els
vectors més utilitzats sén els virus, perqué tenen la capacitat natural de transportar acids
nucleics i lliurar-los a les cél-lules amb altes taxes d’eficiéncia. Pero avui en dia també hi ha
diverses plataformes que es basen en vectors no virals i sén capaces de realitzar les mateixes
funcions(Heilbronn and Weger, 2010).

En els darrers anys la terapia genica ha avancat de forma extraordinaria en molts ambits, oferint
un tractament etiologic per a un nombre creixent de malalties monogeniques com ara les
immunodeficiencies primaries, malalties retinianes, I'anémia de Fanconi, I'hemofilia o la atrofia
muscular espinal (AME). Es tracta de patologies que presenten caracteristiques que faciliten
I’exit de les terapies géniques basades en vectors tradicionals perque hi ha una avantatja
selectiva per part de les cel-lules transduides, perque el teixit diana és facil de transduir o de
manipular ex vivo, o per altres motius s (Dunbar et al., 2018).

Recents avencos en les terapies d’altres Distrofies Musculars com sén I'atrofia muscular espinal
(SMA; en anglés Spinal Muscular Atrophy) i la DMD demostren la prova de concepte i la viabilitat
de la terapia génica pel tractaments d’aquests trastorns Malgrat aquests exits en altres
Distrofies Musculars, el lliurament de gens grans als teixits musculars encara presenta reptes
addicionals. Com ja s’ha esmentat abans, una de les principals limitacions és la grandaria dels
gens implicats en moltes d’aquestes distrofies, com és el cas de la deficiencia de LAMA2, que
contrasta amb la capacitat limitada dels vectors convencionals (4,7 Kb en el cas dels vectors
adenoassociats (AAV)). Recentment, el lliurament d’'un mini gen que codifica una reduida versio
funcional de la distrofina (micro-distrofina) mitjangant una Unica administracid sistémica (i.v.;
de I'anglés intravenous) de vectors AAV tradicionals ha demostrat ser una terapia efica¢ en
models animals i es troba en fase Il d’assaig clinic actualment(Childers et al., 2014).
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1.7.  Vectors adenovirals

Hi ha diversos vectors adequats per la terapia génica, els més utilitzats a la clinica sén els vectors
adenoassociats (AAV). Malauradament, la seqiiencia codificant de LAMA2 és massa gran
(gairebé 10 Kb) per a la majoria de vectors convencionals, i les perspectives per reduir-lo
mitjangant enginyeria molecular sén pobres a causa de I'alta complexitat de la L211 i les seves
multiples interaccions amb altres proteines. Hi ha pocs vectors virals que tinguin la capacitat
suficient per empaquetar transgens o cDNAs com el de LAMA2 (Gawlik and Durbeej, 2011).

Els vectors adenovirals d’alta capacitat (HC-AdVs; de I'angles, High-Capacity adenoviral vectors)
també anomenats vectors adenovirals auxiliar dependents (HD-AdVs; de I'anglés Helper-
Dependent adenoviral vector) sén una opcié prometedora. Estan desproveits de tots els gens
codificants virals i poden empaquetar fins a 36-37 Kb de material genetic (Manuela Gonzalez-
Aparicio et al., 2011; Brunetti-Pierri et al., 2013) . Sén vectors no integratius i poden transduir
eficientment molts tipus cel-lulars i teixits no proliferatius, incloent el muscul esquelétic o fetge.
Al ser un vector no integratiu I'expressido és donara d’una manera episomal, aixi i tot es
caracteritzen per mantenir I'expressié durant llarg periodes de temps en teixits poc proliferatius
(M. Gonzalez-Aparicio et al., 2011; Brunetti-Pierri et al., 2013).

L’abséncia de gens virals evita el risc de produccid residual de proteines viriques en les cél-lules
transduides, que podrien induir respostes immunes cel-lulars i limitarien la durada de I'expressié
transgénica. Aquest va ser el principal inconvenient observat amb els vectors adenovirals de
primera generacié (FGAdV), en els que només s’havien eliminat les regions E1 i E3 (Piccolo and
Brunetti-Pierri, 2014). Tanmateix, els HC-AdV encara tenen limitacions importants. En primer
lloc, les capsides d’AdV provoquen respostes inflamatories i immunitaries més importants que
els AAVino es poden administrar de manera segura a dosis elevades. A més, com els AAV i altres
vectors que s’utilitzen en la terapia génica in vivo, la seva eficacia es veu molt reduida en
individus amb anticossos neutralitzants (NAb) preexistents. A més, de forma similar al que passa
amb els AAV, provoquen una resposta humoral després de I'administracié sistemica, impedint
la possibilitat de noves re-administracions. La produccié d’"HC-AdV normalment depén d’un virus
auxiliar FGAdV helper virus (HV), que s’ha d’eliminar completament del vector final. La fabricacid
industrial d’HC-AdV en condicions GMP encara no esta disponible, pero les recents millores en
la seva produccié han convertit als HC-AdV en una opcié factible per la terapia génica. Finalment,
els AdV activen moltes vies immunitaries innates i, per tant, han estat eines ideals per estudiar
immunitat innata contra els virus. De fet, el seu Us com a vectors de terapia genica per a
malalties hereditaries ha disminuit en gran mesura i actualment s’utilitzen en la vacunacid (p.e.
pel SARS-Cov-2), i en la terapia genica del cancer(Cots, Bosch and Chillén, 2013b).

Hi ha diversos seroptis de HC-AdVs amb diferents tropismes cel-lulars. En aquest treball hem
utilitzat el serotip HC-AdV5, que pot transduir de manera eficient diferents tipus de cel-lules in
vivo, pero té un tropisme especialment elevat pels hepatocits. Els HC-AdVs tenen un receptor
cel-lular especific anomenat CAR (Coxsackievirus and Adenovirus Receptor), el qual els
hepatocits expressen en gran quantitat, fet que explica el tropisme hepatic d’aquests vectors
(Fechner et al., 1999).
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1.8. Elfetge com a diana terapeéutica

El fetge constitueix una diana especialment optima per a la terapia genica. En humans adults té
un pes mitja de 1500 g, i sintetitza i secreta un gran nombre de proteines. La majoria de
proteines plasmatiques (a excepcié de les immunoglobulines) sén sintetitzades i secretades per
les cel-lules del parénquima hepatic. La seva abundant vascularitzacié, el seu endoteli fenestrat
i I'alta expressié de receptors per diferents virus a la superficie dels hepatocits expliquen les
altes taxes de transduccié que s’observen amb molts dels vectors utilitzats en terapia genica
després de la seva administracié sistemica. Ates que els hepatocits adults sén quiescents,
I’expressid transgenica és generalment a llarg termini, fins i tot amb I'Us de vectors no integratius
(Jacobs et al., 2012). Per a la terapia génica dirigida a fetge se solen utilitzar promotors
hepatoespecifics, de manera que s’impedeix I'expressio transgenica a les cel-lules presentadores
d’antigen (APC) pel que I'expressié a fetge de neoantigens sigui sovint més tolerogenica que en
en altres teixits (Mingozzi et al., 2007). En general, la introduccioé de gens in vivo en els hepatocits
s’ha convertit en un dels models més exitosos i prometedors de terapia genica en assaigs clinics
recents (Baruteau et al., 2017).

El fetge esta equipat amb mecanismes eficients per detectar i eliminar patogens (Cots, Bosch
and Chillén, 2013a). En particular, els macrofags residents en aquest organ (cel-lules de Kupffer)
son especialment eficients en la fagocitosi dels AdV, la qual cosa constitueix una barrera per la
transduccié d’hepatocits i també contribueix a les respostes inflamatories (Pastore et al., 2013).
Actualment, existeixen estrategies per I'eliminacié de les cél-lules Kupffer i d’altres macrofags
abans de la transduccid, com ara I’'administracio per via endovenosa de clodronat encapsulat en
liposomes (Moreno, 2018), que s’utilitza en estudis preclinics.

S’ha demostrat la factibilitat d’utilitzar vectors AdV dirigits al fetge en diferents models
preclinics, com ara en babuins mascles adults. Set anys després de rebre una Unica dosi de
vectors, I'expressié del transgen encara era detectable en serum, encara que es va observar un
lent descens progressiu. Aquest periode de temps en babuins és més de la meitat de la seva
vida, i la petita disminucid es podria explicar pel recanvi natural dels hepatocits. En administrar
dosis baixes dels vectors, els anticossos neutralitzants eren indetectables al final de I'observacid,
cosa que suggereix que en aquests casos seria possible una readministracié amb éxit. No es van
trobar alteracions significatives en cap organ o teixit, suggerint I'abséncia de toxicitat
significativa (Brunetti-Pierri et al., 2013).

49



2. Hipotesis i Objectius

MDC1A és una malaltia d’inici preco¢ que amenaca la vida causada per mutacions en el gen de
LAMA2. Actualemnt no hi ha ocpions de tractament efectives per a la malaltia. La mida del ge
LAMA?2 supera el limit permesos en els vectors virals utilitzats actualment en la practica clinica
pel que es necessaria crear estratégies alternatives. Les principals hipotesis d'aquest treball sén:

H1. La L211 pot ser sintetitzada i secretada per un teixit o organ extramuscular com el fetge. La
proteina viatjara pel torrent sanguini fins arribar al miscul esquelétic, on es quedara retinguda,
unida als seus receptors.

H2. Els vectors HC-Adv5 contenint la seqiliéncia codificant de la merosina humana sén uns
vehicles adequats per la transduccid eficient del teixit hepatic muri.

El principal objectiu d’aquest projecte és avaluar una nova estrateégia de terapia geénica (TG) per
a la distrofia muscular congenita de tipus 1A (DMC1A) o deficiencia de merosina utilitzant
estrategies dirigides a teixits extramusculars. Més concretament, els objectius sén:

O1. Analitzar si mitjangcant una administracid sistemica de L211 aquesta es localitza a muscul
esqueléetic.

02. Determinar si els hepatocits expressen les diferents subunitats de la L211, necessaries per
la formacid del trimer.

03. Analitzar si I'expressio forcada de LAMA?2 als hepatocits permetra la formacio de trimers de
L211 funcionals.

0O4. Disseny i produccioé de vectors virals amb la seqiiencia codificant de la merosina humana.

05. Validacié de vectors virals amb la seqléncia codificant de la merosina humana en models
rellevants tant cel-lulars com en models murins de la malaltia.
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3. Material i métodes

3.1. Tractaments
3.1.1. Proteina recombinant

Es va adquirir L211 humana recombinant (LMN211rh; BioLamina, Suécia) marcada amb un flag-
tag.

Es va descongelar ON a 42C i va ser dialitzada utilitzant membranes poroses, per tal d’eliminar
I'azida sodica, i concentrada 10x amb filtres Amicon (Merck Millipore) per tal de resuspendre-la
en PBS a una concentracidé adequada per la seva administracié als ratolins. Aquest procediment
es va realitzar just abans de procedir a la seva injeccié dels animals, i es va mantenir en tot
moment a 42C. D’aquesta manera s’evitaven els cicles congelacié-descongelacié que poden
influir en la funcionalitat de la proteina.

3.1.2. Eines genétiques: Disseny i generacié de plasmidis i vectors.
3.1.2.1. Disseny dels plasmidis

Els plasmidis amb la seqliencia de LAMA2 humana amb i sense una cua d’histidines al seu extrem
carboxi-terminal (HisTag), es van dissenyar a mida i es van obtenir comercialment (GenEZ ORF
Clons, GenScrip), es van anomenar pc-LAMA2 i pc-LAMA2-H respectivament. Els plasmidis son
de propagacio en bacteris amb seqléncies dissenyades per tal de facilitar el clonatge i generar
el vector final. Contenen la seqiiéncia codificant de la subunitat LAMA2 humana (9369 pb) sota
el promotor del citomegalovirus (CMV), per la qual cosa tindra expressié ubiqua en cél-lules
eucariotes.

Es va utilitzar la seqliéncia codificant per la LAMA2 humana i no la de ratoli pel fet que en
anteriors estudis realitzats per W. Kuang et al. en un model transgénic es va descriure que la
proteina hibrida formada per les subunitats a2 humana i la B1 i Y1 murines és una proteina
funcional que reverteix el fenotip (Kuang et al., 1998). A més, d’aquesta manera podrem tenir
una proteina que es podria diferenciar de la forma enddgena que produeixen els ratolins model
de forma residual. A més, en cas d’obtenir resultats positius ens podria ajudar a fer una
translacid a pacient de manera més rapida.

Per tal de dirigir I'expressié del transgen exclusivament als hepatocits es van clonar les
sequencies codificants de LAMA2 humana del plasmidi pc-LAMA2 i pc-LAMA2-H a un plasmidi
que conté el promotor de 'alfal-antitripsina amb I'enhancer de I'albumina - EAIbAAtp (EAAT).
Aquest plasmidi resultant 'anomenarem pAsC-EAAT-LAMA?2 i pAsc-EAAT-LAMA2-H. Aquests
plasmidis contenen I'esmentat promotor, que assegura una expressio robusta i especifica en els
hepatocits (Kramer et al., 2003), el cDNA complet de LAMA2 humana (amb o sense cua
d’histidines) i un senyal de poliadenilacié. A més, aquests vectors compten amb dianes de
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restriccid Ascl que ens permeten la introduccié dels elements abans esmentats en el plasmidi
viric que sera introduit en el vector i que consta dels elements necessaris per a la replicacié viral,
com ara el senyal d’encapsidacio, els ITRs, F1 ori. Aquest darrer plasmidi és introduit en el vector
viral i 'anomenarem pD23-EAAT-LAMA?2 i pD23-EAAT-LAMA2-H.

La clonacié dels plasmidis es va realitzar al laboratori del Dr Rubén Hernandez i Manuela
Gonzalez del grup de Terapia genica i regulacid de I'expressié genica de CIMA de la Universitat
de Navarra.
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Figura 2.3. Esquema explicatiu de les etapes de clonacié per obtenir el plasmidi codificant per
la LAMA?2 al vector HC-AdV5. Per al plasmidi amb el HisTag es va seguir el mateix procediment
partint del plasmidi pc-LAMA2-H.

3.1.3. Disseny i produccié HC-AdV5

Els vectors HC-AdV5 tenen prou capacitat per poder introduir tota la seqiéncia codificant de
LAMA2 huma i la resta d’elements presents al plasmidi pD23-EAAT-LAMA2 o pD23-EAAT-
LAMA2-H.

L'obtencid i produccié de les particules adenovirals la va realitzar el grup de I'Universitat de
Navarra. Per tal d’assolir les particules virals del vector, el plasmidi proviral linealitzat es va
transfectar en cél-lules empaquetadores (HEK-293) coinfectades amb un adenovirus auxiliar
(HV; en anglés helper virus). El HV és el que proporciona totes les proteines reguladores i
estructurals necessaries per a I'amplificacié i empaquetament de I'HC-AdV. S’utilitzara un HV
auto-inactivable especificament dissenyat per evitar contaminacido al producte final (M.
Gonzalez-Aparicio et al., 2011). Després de diverses rondes d’amplificacio, el vector es va
purificar mitjangant gradient de densitat (clorur de cesi).

3.1.4. Produccid i aillament plasmidi

Els plasmidis obtinguts en les previes seccions es van electroporar en cél-lules
electrocompetents ElectromMAX Stbl4 (ThermoFisher Scientific). Les cél-lules Stbl4
emmagatzemades a -80 °C es van descongelar a 4 °C, es van afegir 50 ul d’aquesta suspensid a
un tub de microcentrifuga amb 2 pg del plasmidi a transformar. Es va traspassar a una cubeta
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d’electroporacié de 0,2 ml previament refredada i esterilitzada. L’electroporacid es va realitzar
en un 'aparell Gene Pulser X cell (Bio-Rad) a les condicions 1.2 kV, 25 pF, 200 Q. Es va afegir 1
ml de medi S.0.C. (ThermoFisher Scientific) i es va transferir tot a un tub Eppendorf nou d'1,5
mLis’incuba a 200 rpm, 30 °C durant 90 minuts. A continuacid, les cél-lules Stbl4 transformades
es van cultivar en una placa de Petri i/o es van glicerinar pel seu emmagatzematge. Un cop
cultivades a una placa de Petri amb medi solid de brou de lisogénia (LB; en angles, lysogeny
broth) amb Agar (Invitrogen) i I'antibiotic de seleccid corresponent. Es va realitzar una dilucid
1:10 de les cél-lules transformades a sembrar i s’inocularen 250 ul en la placa de Petri amb medi
solid, es van incubar a 30 °C durant 24-48 hores fins a observar creixement bacteria. D’aquesta
manera es va aconseguir creixement només de les colonies bacterianes que s’havien
transformat amb el plasmidi a amplificar. A continuacid, s’inocula 1 colonia individual en 5 ml
de medi LB liquid amb antibiotic i s’incuba ON a 30 °C a 250 rpm. El segilient dia, 1 ml del cultiu
bacteria s’inocula en 250 ml de medi LB ON a 30 °C a 250 rpm. Finalment, el plasmidi es va aillar
del cultiu mitjancant el kit PureLinkTM HiPure Plasmid Maxiprep (InvitrogenTM) seguint les
indicacions del fabricant.

3.1.5. Restriccio

La verificacid la manca de reordenaments en els plasmidis amplificats i la integritat del vector es
va comprovar mitjangant analisis de restriccié del seu genoma.

Per tal de verificar la manca de reordenaments en els vectors PD23-EAAT-LAMA?2 i PD23-EAAT-
LAMA2-H es va utilitzar I'enzim de restriccié Hindlll (Thermo Scientific TM).

3.2.  Cultius cel-lulars

3.2.1. Cultius cel-lulars i manteniment
El manteniment de les cél-lules es va fer en flascons T75 amb 10 ml de medi de creixement
complementat amb sérum.

HepG2 és una linia cel-lular de cancer de fetge huma. El medi de creixement és DMEM High
Glucose suplementat amb 10%FBS i 1% PSF (Biowest).

M17 és una linia cel-lular de neuroblastoma huma. El medi de creixement és Opti-MEM
(Gibco™) suplementat amb 10%FBS, 1% L-Glutamina i 1% PSF (Biowest).

TPH-1 és una linia cel-lular monocitica humana derivada d’un pacient amb leucémica monocitica
aguda. El medi de creixement és RPMI (Corning®) suplementat amb 10% FBS, 1mM
mercaptoethanol, ImM Piruvat, 2mM L-Glutamina , 1ImM HEPES i 1% PSF (Biowest).

AML12 és una linia cel-lular d’hepatocits de ratoli transgenic per la TGF alfa humana. El medi de
creixement és DMEM/F12 en proporcid 1:1 suplementat amb 10%FBS, 40 ng/ml| Dexametasona
(ThermoScientific), 40 ng/ml ITS Supplement (Capricorn Scientific ®) i 1% PSF (Biowest).

NIH3T3 és una linia cel-lular fibroblastica de ratoli. El medi de creixement és DMEM high glucose
suplementat amb 10% de Serum adult bovi (ABS; en anglés adult bovine serum) i 1% PSF
(Biowest).
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J744 és una linia cel-lular monocitica de ratoli. El medi de creixement és OptiMEM/F12 (Gibco,
Biowest) proporcio 1:1 suplementat amb 20% FBS, 1% L-Glutamina i 1% PSB (Biowest).

Cada 48-96 hores, depenent de la confluéencia i la velocitat de creixement, les cél-lules es van
dividir en els segiients ratios 1:4-1:6 (HepG2, THP-1, AML12 iJ774)i 1:10-1:20 (M17 i NIH3T3).

Els protocols seguits per congelar, tripsinitzacio i recompte cel-lular son els mateixos seguits a
capitol 1 apartat 3.1.1.

Els hepatocits primaris aillats humans i de ratoli i els organoids de fetge huma i de ratoli van ser
un obsequi del Dr. Pau Sancho Sancho el grup de recerca “Liver cell plasticity and tissue repair”
de I'Hospital Clinic de Barcelona. Els hepatocits humans van ser obtinguts per Cytes
Biotechnologies, S.L i els organoids de fetge huma van ser generats a partir d’una biopsia
hepatica d’un pacient amb hepatitis alcoholica, i el de ratoli va ser aillat d’un extracte de fetge
de ratoli C57BL/6 wt (normal) i cultivats durant 6 hores. El Dr. Pau Sancho ens van proporcionar
directament I'RNA extret d’aquests cultius.

3.2.2. Transfeccié amb Lipofectamina

Les cél-lules HePG2 i AML12 es van sembrar en plaques de 6 pous , plaques de 12 pous o T75
amb la densitat adequada testada anteriorment. L'endema, els plasmidis PD23-EAAT-LAMA?2 i
PD23-EAAT-LAMAZ2-H es van transfectar mitjancant Lipofectamina™ 3000 (Invitrogen™) en una
proporcié 1:1,5 seguint les instruccions del fabricant.

El medi es va substituir per medi de creixement a les 24 hores després de la transfeccid. Les
cél-lules es van incubar durant 48 hores a 37 °C abans de I’aillament d’ADN i ARN. Per a I'analisi
per Western blot, 48 hores després de la transfeccié es van cultivar en medi de creixement amb
reduccié al 5% FBS o sense serum. Les proteines es van recollir el dia 4 i 6 després de la
transfeccio.

3.2.3. Transduccié amb AdV5

Els vectors AdV5 que contenen els plasmidis PD23-EAAT-LAMA?2 i PD23-EAAT-LAMAZ2-H es van
testar in vitro en cel-lules HepG2 per avaluar la seva eficacia i expressio del vector. Les cél-lules
transduides es van analitzar després mitjancant qPCR (vegeu secci6 3.6 i 3.7).

Es van testar diferents factors de multiplicitat d’infeccié (MOI) que es defineix com el nombre
de vectors per cada cél-lula diana presents en el moment de la transduccid. La quantitat de
vectors a utilitzar es va calcular mitjangant la férmula segiient:

Numero de particules virals (vg) = MOI x nimero de cél - lules sembrades

El dia anterior a la transduccio, es van sembrar les cel-lules HepG2 en plaques de 12 pous a una
concentracid de 4x10° cél-lules/pou. El medi es va eliminar i es va afegir medi amb la quantitat
de vectors desitjada per les MOI testades. Es va reduir la quantitat de medi a utilitzar durant les
primeres 24 hores, el suficient perqueé les cel-lules quedessin cobertes i no s’evaporés, d’aquesta
manera augmentarem el contacte de les particules virals amb les cel-lules sembrades. Després
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de 24 hores es va canviar el medi de creixement i 48-72 h més tard es van recollir les cel-lules
per extreure el DNA i 'RNA.

3.3. Procediments animals

Tots els procediments amb animals es van realitzar d’acord amb les normes institucionals, que
segueixen els requisits establerts pel Govern d’Espanya i la Comunitat Europea (BOE 67,
18/3/88, RD 223/1988 y BOE 256, 2/10/90) i van ser aprovades pel Comité Etic d’Experimentaci
Animal institucional (FUE-2021-01948667 i ID SONNMCNSY).

3.3.1. Model muri

Es va utilitzar el model muri de distrofinopatia Dy?/Dy? (C57BL/6J-Lama2dy-2j) i el seu respectiu
control (C57BL/6J) que van ser cedits pel grup de Dr. Marc Guell (Translational Synthetic Biology,
UPF, Barcelona).

Els progenitors heterozigots Dy?* del model muri es van obtenir de Jackson Laboratories i
posteriorment es van fer criar. Es va genotipar la descendéncia dels creuaments dels animals
heterozigots per tal d’identificar i aillar els animals homozigots Dy*/Dy?. La seva estabulacid i
genotipacid es realitza al grup de Dr. Marc Guell (Translational Synthetic Biology, UPF,
Barcelona).

3.3.2. Condicions d’habitatge i experimentacio

Els ratolins es van mantenir a I'estabulari del Parc de Recerca Biomédica de Barcelona sota
condicions de temperatura i humitat controlades amb cicles de llum-foscor de 12 hores.
L’alimentacio i I'aigua la van disposar ad libitum d’acord amb la normativa. Per fer aquest treball
es van utilitzar indistintament femelles i mascles.

Per acomodar els ratolins quan comencaven a mostrar paralisi de les extremitats posteriors al
voltant de les tres setmanes de vida, es disposava de I'alimentacié al terra de les gabies i I'aigua
es posava en forma d’hidrogel també al terra de la gabia. D’aquesta manera ens asseguravem
que tot i les possibles limitacions de moviment poguessin tenir alimentacié i hidratacio
assegurades. En cap moment es va privar d’alimentacid, aigua o socialitzacié.

3.3.3. Injecci6 intraperitoneal de proteina recombinant

L’administracio intraperitoneal permet una rapida reabsorcié de grans volums de substancies i
és la via d’injeccié majoritariament escollida per a solucions isotoniques no irritants. Per a
realitzar I'administracid intraperitoneal es va subjectar el ratoli amb una ma i es va inclinar el
cap per darrere per exposar I'abdomen. Es va introduir I’agulla en un angle poc profund a través
de lamusculatura abdominal inferior esquerre. Es va retreure lleugerament I'embol de la xeringa
abans de la injeccié per observar si hi havia liquid o sang, ja que indicaria penetracié d’organs
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peritoneals o vasos sanguinis. En aquest cas caldria extreure I’agulla i tornar-la a col-locar. Les
injeccions es van fer lentament perd de manera constant.

Es van injectar i.p. sis ratolins Dy?/Dy? de dos mesos d’edat amb 250 pl de LMN211rh a
0,2 pg/ul. Com a control es van injectar tres ratolins Dy?/Dy? de la mateixa edat amb 250 ul de
PBS. Els animals es van sacrificar dues setmanes després de la injeccié.

3.3.4. Injeccid hidrodinamica

El lliurament de gens mitjangant injeccié hidrodinamica
via plex vends retro-orbital és un métode eficient per la
transfeccio d’ADN plasmidic nu in vivo al fetge muri (Yan et
al., 2012).

Es va diluir el plasmidi en solucié salina (0,9% NaCl) a una
concentraci6 final de 10 pg/ml. Es va carregar la solucid en
una xeringa de 2 ml amb agulla de 32 g calculant que el et
volum total ha de ser el 7% del pes de ratoli. Els animals es ﬁ

Retro-orbital
sinus

van anestesiar amb isoflura durant tot el procediment per
evitar I'estres per manipulacié i assegurar que romanguin
quiets per la realitzacié de la injeccié de I'agulla que es
col-locava en I'espai retroorbitari (darrere del globus
ocular). Una vegada anestesiats, els ratolins es col-locaven
en decubit lateral i es posaven el dit polze i index a cada
costat de I'ull de I'animal per estirar la pell i fer sobresortir
lleugerament I'ull del ratoli. L’agulla s’introduia amb cura a
la base de 'ull de I'animal fins arribar a I'espai retrobulbar.
A continuacio es realitzava la injeccié de manera rapida, en
menys de 7 segons. Una vegada injectats, els animals es
retiraven de I'anestésia i es mantenien en observacié fins
a la seva completa recuperacid. En cas parada cardiaca s’efectuava massatge cardiac extern.

Figura 2.4. Esquema de |la
col-locacid correcta de I’agulla en
relacié al sinus retroorbittal, el
globus ocularila part posterior de
I’orbita de I'ull (Yardeni, Eckhaus
and Morris, 2011)

La injeccié hidrodinamica es va fer a 4 ratolins C57BL/6J amb el plasmidi PD23-EAAT-LAMA2 i 4
ratolins C57BL/6J amb el plasmidi PD23-EAAT-LAMA2-H. Com a control es van injectar tres
ratolins C57BL/6J amb solucié salina.

3.3.5. Injeccio retro-orbital d’AdV
La via d’administracio escollida per la injeccié dels vectors va ser lai.v. per la cavitat retro-orbital
(Yardeni, Eckhaus and Morris, 2011).

Préviament a la injeccid dels AdV els ratolins van ser tractats amb liposomes de clodronat
(Liposoma™ BV, The Netherlands), aquest producte produeix una reduccié transitoria de
macrofages i cel-lules de Kuppfer. La solucié de liposomes s’emmagatzema a 49C, es va deixar
temperar préviament a la seva utilitzacio. La solucid de liposomes es va traspasar a una xeringa
d'l ml amb una agulla de 27 g. Els animals es van anestesiar amb isoflura i es van mantenir en
anestesia durant tot el procediment per evitar l'estrés per manipulacié i assegurar que
romanguessin quiets durant la injeccié. Amb els ratolins en decubit lateral es posicionaven el dit
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polze i index a cada costat de I'ull de I’'animal i s’estirava la pell per fer sobresortir una mica I'ull
del ratoli. L'agulla s’introduia amb cura a la base de I'ull de I'animal i es col-locava a I'espai
retrobulbar (darrere del globus ocular). A continuacid es realitzava la injeccié de la solucié de
liposomes, 100 pl per cada 10 grams de pes. Un cop fet la injeccié retiravem la xeringa de manera
lenta i suau. Quan sortien de I'anestesia Els animals i es deixaven en observacio fins a la seva
recuperacio.

Els vectors AdV s’administraven 24 hores posterior a la injeccié de liposomes de clodronat. La
puncié retro-orbital es portava a cap de la mateixa manera que hem explicat anteriorment per
I’'administracié de liposomes de clodronat. S’injectava un volum de 50-100 ul amb els diferents
AdV. Els ratolins es dividien en 4 grups per cada lot d’AdV. Després de I"administracié dels
vectors es van sacrificar grups a les 72 h, i als set i catorze dies. En un grup s’administrava
clodronat pero no AdV (PBS), i aquest grup s’utilitzava com a control.

3.3.6. Test funcionals

Un cop per setmana, es van realitzar estudis funcionals en els animals tractats amb el vector
HCA-EAAT-LAMAZ2 lot 1. Es van realitzar dos assajos funcionals utilitzant els protocols estandard
(SOPs) segons Treat-NMD, Neuromuscular Network (Luca, 2008; Carlson and Carlson, 2014).

El test de suspensid per quatre extremitats (en anglés; Two-limb hanging test) (Carlson and
Carlson, 2014) consisteix en avaluar la forga i la coordinacié de I'animal. Es tracta de suspendre
els ratolins d’un filferro elevat a 35 cm aproximadament. Els ratolins es pengen 600 segons i
s’examina la seva resistencia. Si un ratoli cau abans del limit de 180 segons, es fan dos assajos
més, i per 'analisi es selecciona el temps més llarg que ha aguantat.

El test de forga d’adheréncia (en angleés; grip test) (Luca, 2008) consisteix en avaluar la forca
muscular in vivo del ratoli aprofitant la tendéncia de I'animal a agafar-se d’una barra o reixeta
metal-lica horitzontal metre esta suspes per la cua. La barra o quadricula esta connectada a un
transductor de forca i la forca produida durant I'estirada sobre la barra es pot mesurar
repetidament en intervals durant un periode experimental.

3.3.7. Eutanasiairecollida de mostres

Al final de I'experimentacid, els ratolins eren sacrificats mitjangant CO,. Es realitzaran les
necropsies i s’extreien el fetge i mostres de muscul esquelétic per fer analisis d’expressié
transgénica i estudis histopatologics.

Abans del sacrifici s’obtenia una mostra de sang mitjangcant puncié en la vena submandibular.
Aguesta es feia subjectant I'animal de manera que el cap quedés alineat amb el cos, es
localitzava la zona mandibula desproveida de pel on es troba la vena mandibular. Amb una agulla
de 21G, es feia una puncié inclinant dorsalment I’agulla 1-2 mm i recollint la sang en un tub amb
anticoagulant. El sagnat es detenia aplicant una mica de pressid en el punt de la punxada. Les
mostres de sang es van centrifugar 10 minuts a 13.000 rpm a 4 °C i el plasma era separat i
conservat a -20 °C fins a la seva utilitzacid.
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Seguidament, després del sacrifici s’extreien els dos musculs gastrocnemis (GMG; en anglés
gastrocnemius). Un es congelava en isopenta i es submergia en OCT™ Compound (Tissue-Teck)
col-locat en orientacid transversal per la seva posterior congelacié en nitrogen liquid. L’'altre
gastrocnemi es va congelar en nitrogen liquid.

El fetge es va extreure i es va dividir en dues seccions, una seccio es va congelar directament en
nitrogen liquid i I'altre es va emmagatzemar paraformaldehid 4% fins al seu processament.

També es van guardar en algunes ocasions ulls, pulmons, cor i quadriceps. Tots els 0rgans es van
congelar directament en nitrogen liquid.

Totes les mostres congelades en nitrogen liquid es van conservar a -80 °C.

3.4. Tecniques Generals
3.4.1. Extraccié genomica d’ADN i ARN
3.4.1.1. Cultiu cél-lular

Per a realitzar I'extraccié d’ADN i ARN de les cel-lules en cultiu es va retirar el medi de creixement
i es va afegir 0,3-0,4 ml de TRIzol® (Invitrogen) per cada 10° — 107 cél-lules directament a la placa
de cultiu per llisar les cél-lules. Aquests es van desenganxar de la superficie de cultiu mitjangant
un raspador cel-lular i es van traspassar a un tub Eppendorf de 1,5 ml. Es va passar la mostra 2-
3 vegades per una punta de pipeta de 1000 pl per ajudar a la disrupcié cel-lular. A continuacio
es van seguir les instruccions proporcionades pel fabricant del TRIzol® (Invitrogen). Les mostres
es van conservar a -80°C fins a la seva analisi.

3.4.1.2. Teixit muscular i fetge

Per a I'extraccio a partir de teixit muscular o de fetge primer es va triturar en fred el teixit
préviament congelat en nitrogen liquid i emmagatzemant a -80 °C. La trituracid de teixit es va
realitzar mitjangant morter de ma préviament refredat afegint nitrogen liquid. Un cop triturat el
teixit completament es recollia el polsim amb I'ajuda d’una espatula i es recol-lectava en tubs
Eppendorf préviament refredats amb nitrogen liquid. S’afegia 1 ml de TRIzol® per cada 50-100
mg de teixit. Es va passar la mostra a través de xeringues de diferent calibre per homogeneitzar
la mostra fins que aquesta passava per la xeringa de 27 g (BD Microlance™). A continuacié es
van seguir de nou les instruccions proporcionades pel fabricant. Les mostres es van conservar a
-20°C fins a la seva analisi.

3.4.2. Quantificacié d’ADN i ARN
Es va utilitzar I'espectometre Nanodrop 2000 (ND-200, Thermo Scientific) per quantificar i

avaluar la puresa de ’ADN i ARN. Es va carregar directament 1 pl de mostra a la superficie optica
de I'aparell i posteriorment es va determinar la concentracié d’acid nucleic.
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3.4.3. Extraccid de proteina

La preparacié de les mostres es realitza de la mateixa manera que en |'extracciéo d’ADN i ARN
pels teixits. Pels cultius cel-lulars les cél-lules es van desenganxar de les plaques de cultiu
mitjangant un raspador cel-lular (ThermoFisher) directament amb el tampd de lisi a utilitzar.

L’extraccio de les mostres es va fer mitjancant homogeneitzacié amb un tampé de lisi RIPA 2%
SDS (preparat a partir de Trizma Base, clorur de sodi, SDS, NP-40 i acid deoxicolic) amb inhibidors
de proteases (Thermo Scientific) i de fosfatases (Roche). Es van passar les mostres a través de
xeringues de diferent calibre per homogeneitzar-les fins que passaven per la xeringa de 27 g (BD
Microlance™). Es col-locaven en un agitador a 4°C ON i I'extracte de proteina era emmagatzemat
a -20 °C fins a la seva analisi.

3.4.4. Precipitacio proteina

Les proteines extracel-lulars recollides del sobrenedants de les cél-lules transfectades es van
recollir per centrifugacié a maxima velocitat a 4 °C. Seguidament, es va afegir acid tricloroacétic
(TCA; en angles trichloroacetic acid) en una proporcié 1:4 de TCA:mostra i es va incubar 10
minuts. Després es va centrifugar a 14000 rpm durant 5 minuts i els pellets es van rentar amb
200 ul d’acetona. Aquest procés es va repetir tres vegades. Finalment, els pellets es van assecar
i resuspendre en 150-200 pl RIPA 2% SDS amb inhibidors de proteases i de fosfatases. Es van
sonicar 3 vegades durant 8 segons a maxima freqiiencia i es van col-loca en agitador a 4 °C ON.
Els extractes de proteina van ser emmagatzemat a -20 °C fins a la seva analisi.

3.4.5. Columna de purificacié HisTag

Les proteines intracel-lulars i extracel-lulars recollides dels sobrenedants de les cél-lules
trasnfectades en flascons de T75 amb el plasmid pD23-EAAT-LAMAZ2-H es van passar a través
d’una columna de purificacié HisTag amb la intencié de purificar la proteina secretada.

Les columnes de purificacid utilitzades van ser les columnes His-Column High Density Nickel
(6BCL-QHNi-C8, ABT) seguint les instruccions que marca el fabricant.

3.4.6. Quantificacid Proteines
Veure Capitol 1 apartat 3.3.2. Quantificacié de proteines.

3.5. Analisi Transcriptomic
3.5.1. Retrotranscripcio (RT-PCR)

L’ARN obtingut es transcriu a cDNA mitjancant la tecnica de retrotranscripcid. Es parteix de 3 ug
d’ARN total i es va afegir 1 puL d’oligoDT a 50 uM (Invitrogen™) i 1 ul de dNTP Master Mix a 10
mM (Meridian Bioscience®) fins a un volum final de 13 pl. Es va incubar al termociclador a 65 °C
durant 5 minuts. Posteriorment, es va incubar 1 minut en gel i es va afegir 4 ul de 5x First Strand
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Buffer (Invitrogen™), 1 pl de DTT a 0,1 M (Invitrogen™), 1 ul RNaseOUT™ (Invitrogen™) i 1 pl
SuperScript™ Il Reverse Transcriptase (Invitrogen™). Es va incubar en el termociclador durant
5 min a 25 °C, 55 min a 50 °C i 15 min a 70 °C. Les mostres es van diluir en H,0 lliure de DNA i
RNA a una concentracio de 100 ng/pul.

3.5.2. PCR a temps real (RT-qPCR)

Per quantificar I’expressié génica amb més detall es va realitzar una RT-qPCR. Es van utilitzar 100
ng de cDNA per a cada reaccié en una placa de 96 pous de LightCycler® 480 (Roche Diagnostics®).
Esvan afegir 5 ul de PowerUp Sybr Green Master Mix (Applied Biosystems™), 3 uM dels primers
especifics i H,0 lliure de DNA i RNA fins a un volum final d'11 pl. Totes les mostres es van realitzar
per triplicat pel gen a analitzar i el gen control utilitzat per normalitzar els valors per la quantitat
d’ARN total de cada mostra. A continuacid la placa es va analitzar a I'aparell de RT-gPCR
LightCycler® 480 (Roche Diagnostics) equipat amb el programari LightCycler® 480 SW1.5.1 per
I'analisi dels resultats.

El programa de temperatures utilitzat va ser el segiient: 2 min a 50 °C, 10 min a 95 °C, 40 cicles
de 15 segons a 95 °Ci 1 min a 60 °C (mostres humanes) o a 57 °C (mostres de ratoli), seguits de
10 segons a 95°C i 10 segons a 40 °C. La velocitat de la rampa de temperatura és de 4,4 °C/s en
tots els passos excepte en 'adquisicid i el pas final que és de 2,2 °C/s.

A partir de les corbes d’amplificacio s’obtenen els valors de Ct per a cada mostra. Les dades es
van analitzar amb el métode 222%, En els experiments d’expressié basal, es representa 2-2¢
perque no es disposen de mostres control per comparar.

Gen Primer Forward Primer Reverse Producte (bp)
LAMA2 GGCTTATTCAGCTGGCAGAG ATTCTCCCAGGGACTTTGCT 150

'g LAMB1 ATCTTGCAATGAGTTCACGG TCACACTGTGGCGTCTCAAT 153

:E LAMC1 AATCCGTATGGGACCATGAA TCACACCTCTCACAGCCTTG 149
GAPDH GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG 197
Lama2  TGACAGCAGATGGTGAGCAA  TTATGGCTTCAGCATCCTGG 108

S Llambl  TGGTGGTCTGGTCACTGTGG TCGCCTCATCTGCTCTCACT 137

E Lamcl ACAGTGCCAGTGTCTGCCTC CATGGCAGTCACACCTCTCG 107
Gapdh AGGTCGGTGTGAACGGATTTG TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA 123

Taula 2.2. Llista d’encebadors utilitzats per I'analisi de cDNA i RT-qPCR i la seva respectiva
longitud del producte amplificat.

3.6. Analisi genomic
3.6.1. PCR atemps real (RT-qPCR)

Per tal de poder quantificar el nimero de copies genomiques relatives de I'insert de LAMA?2 i fer
la titulacié d’AdV5 que conté la copia exogena de LAMA2 es van realitzar RT-PCR partint de 100
ng DNA o 1 ul d’AdV5. La resta del protocol es duu a terme la mateixa manera que en I'apartat
3.6.2.
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Per la titulacid de I’AdV5 caldra portar a cap una recta patré amb diferents concentracions
conegudes del plasmidi inserit en que poder extrapolar el resultat obtingut.

Gen Primer Forward Primer Reverse
Huma LAMA2 GGCTTATTCAGCTGGCAGAG ATTCTCCCAGGGACTTTGCT
Huma GAPDH  GCTGCTCACATATTCTGGAGG GGCAACAATATCCACTTTACCAG
Ratoli Tfrc TGGGCACTAGATTGGATACCT ATGAGCTGACCAGCCACTTC

Taula 2.3. Llista d’encebadors utilitzats per I’analisi de DNA per RT-qPCR i |la seva respectiva
longitud del producte amplificat.

3.7. Analisi proteic
3.7.1. Tecnica Western blot

La preparacio de la mostra i la técnica de Western blot es va realitzar seguint el mateix protocol
que es descriu als apartats 3.3.3.1i 3.3.3.2 del capitol 1.

Es van modificar les condicions de la transferéncia que es va fer durant 2 ha 400 mA a 4 °C. Els
anticossos primaris emprats van ser anti-laminin alfa-2 clon 5H2 (MAB1922, Millipore), anti-6His
Tag® (Ab213204 Abcam, 1:100.000) i anti-GAPDH (60004-1-g. Proteintech®, 1:10.000).

Com a control positiu es va fer servir 0,2 pg de L211rh (Biolamina™) que es va tractar de la
mateixa manera que la resta de mostres.

3.7.2. Immunohistoquimica

Per identificar la localitzacié i la preséncia de les proteines d’interés es va utilitzar la técnica
d’'immunofluorescencia a les seccions histologiques de muscul muri.

A partir dels musculs gastrocnemis murins, préviament congelats i integrats en OCT™ (Tissue-
Teck), es van realitzar seccions mitjangant un criostat Microm HMS505E (ThermoFisher
Scientific). El muscul en bloc d’OCT™(Tissue-Teck) es va col-locar sobre la platina adherint-ho
amb OCT™\(Tissue-Teck). Es van fer seccions seriades de 10 um i es van recullir en porta-objectes
recoberts de poli-L-lisina (VWR). Les seccions es van guardar a -80 °C fins a la seva utilitzacio.

Per laimmunohistoquimica es van temperar els portaobjectes durant 15 minuts i es van envoltar
les seccions amb DAKO pen (Dako). Les seccions del teixit es van fixar amb paraformaldehid al
2% durant 5 minuts a RT. Es van incubar durant 1 hora amb solucié de bloqueig composta de 5%
BSA i 5% de GS en PBS1x:Tritd 0,1%. Incubar amb I'anticds primari de conill anti-laminin-2
(orb416835 Biorbyt, 1:250), anti-FLAG BioM2 (F9291 Sigma, 1:1000) dissolts en solucié de
bloqueig ON a 4 °C. A continuacid es van rentar amb la solucié de PBS-T durant 10 minuts tres
vegades i es va incubar amb I'anticos secundari marcat amb fluoresceéncia a les fosques a
temperatura ambient durant una hora. Els anticossos secundaris contra conill utilitzats van ser
anti-rabbit Alexa Fluor 594 (A11012 Invitrogen; 1:250) i contra estreptavidina conjugada a FITC
(#11-4317-87 eBioscience, 1:1000). Es va rentar 3 cops durant 10 minuts amb PBS-T i es van
muntar els cobreobjectes aplicant una gota de Vectashield Mounting Medium amb DAPI (Vector
Laboratories). Es van recollir imatges representatives capturades amb un microscopi de
fluorescéncia Olympus IX71.
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3.7.3. Espectrofotometria de masses (MS)

L'espectrofotometria o espectrometria de masses (MS) és una técnica analitica que es fa servir
per mesurar la relacié massa-carrega d’ions. Els resultats es presenten com un espectre de
masses, una grafica d’intensitat en funcio de la relacié massa-carrega. Normalment, es poden
emprar per identificar compostos desconeguts mitjangant determinacio del pes molecular, per
quantificar compostos coneguts i per determinar I'estructura i les propietats quimiques de les
molécules.

La técnica MS es va realitzar al Servei de Proteomica de I'Institut d’Oncologia Vall d’'Hebron
(VHIO).

3.7.3.1. Preparacié de mostres

Les mostres a analitzar es preparen de la mateixa manera que per realitzar la tecnica de Western
blot (veure capitol 1 apartat 3.3.3.1). Seguidament, es van fer correr per un gel d’acrilamida del
8% i es van retallar les bandes del pes molecular escollit a analitzar, que es van emmagatzema a
4°C fins a la seva analisi.

3.7.3.2. Digestio in-gel

Les bandes de proteines d’interes tenyides de plata es van tallar en trossos petits i es van
destenyir afegint 200 pl de ferricianur de potassi a 30mM, tiosulfat de sodi a 100 mM durant 20
minuts a temperatura ambient. A continuacio, les peces de gel es van rentar tres vegades amb
aigua. ES van digerir les proteines del gel mitjancant tripsina porcina modificada (Promega,
Madison, WI1). El gel fragmentat es va rentar primer amb 200 pl de bicarbonat d’amoni a 50mM
/ 50% etanol durant 2’ minuts i posteriorment es va deshidratar amb 200 ul d’etanol durant 20
minuts. Seguidament, es va relitzar una reduccié mitjancant I'incubacio de les mostres amb 200
pl de DTT a 10nM en bicarbonat d’amoni a 50 nM durant una hora a 562C, i una alquilacié amb
200 pl de iodoacetamida a 55mM en bicarbonat d’amoni a 50 mM durant 30 minuts protegit de
la llum. Les peces de gel es van rentar amb 200 ul de bicarbonat d’amoni a 25mM durant 20
minuts i es van deshidratar amb 100 ul d’acetonitril durant 10 minuts. Es va afegir fins a cobrir
completament les peces 80 pl de tripsina a 2,7 ng/ ul en una solucié de bicarbonat d’amoni de
25 mM.Es va fer la digestié amb la tripsina durant tota la nit a 372C.

L’extraccio de peptids es va dur a terme mitjancant I'adicio de 40 ul d’acetonitril seguit d’'una
incubacié durant 15 minuts a 372C, després es va afegir 200 ul de TFA al 0,2% i es va deixar
incubar durant 30 minuts a temperatura ambient.

Els peptids eluits es van assecar en un SpeedVac i es van emmagatzemar a -202C fins a analitzar
per espectrofotometria de masses.
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3.7.3.3. Cromatografia i analisis d’espectrofotometria de masses

Les mostres es van analitzar mitjangant un espectrometre de masses Orbitrap Eclipse (Thermo
Fisher Scientific) acoblat a un EASY-nLC 1200 (Thermo Fisher Scientific). Els péptids es van
carregar directament a la columna analitica i es van separar per cromatografia de fase inversa
utilitzant una columna de 50 cm amb un diametre interior de 75 um, embalat amb un
espectrometre de particules C18 de 2 um (Thermo Scientific).

Els gradients cromatografics van comencar amb un 95% de tampd A (0,1% d’acid formic en
aigua) i un 5% de tampd B (0,1% acid formic en acetonitril al 80%) amb un cabal de 300 nl/min
durant 5 minuts i es va anar augmentant gradualment fins al 25% de tampd B i 75% de tampé
durant 52 minuts i després a 40% tampd B i 60% tampd A en 8 min. Després de cada analisi, la
columna es va rentar durant 10 minuts amb un 10% de tampd A i un 90% de tampd B.

L'espectrometre de masses es va operar en mode de ionitzacid positiva amb la tensié de
nanospray establerta a 2,4 kV i temperatura de font a 3052C. L’adquisicié es va realitzar en
funcié de les dades del mode d’adquisicio (DDA) i les exploracions MS completes amb 1
microescaneig amb una resolucié de 120.000 utilitzant un rang de masses de m/z 250-1400 amb
deteccié a I'analitzador de masses Orbitrap. Després de cada exploracid, els ions més intensos
per sobre d’un recompte d’ions de 10.000 van ser seleccionats per la fragmentacié. El nombre
d’ions precursors seleccionats per a la fragmentacid va ser determinat per l'algoritme
d’adquisicio “Top Speed” i una exclusié dinamica de 60 segons. Es va establir la prioritat per a la
seleccid de precursors per als valors de massa/carrega d’una llista d’inclusié construida amb els
ions péptids LAMA2_HUMAN de més probabilitat de ser observades, segons la base de dades
Peptide Atlas. Es van produir espectres d’ions fragmentats mitjangant dissociacié de col-lisio
d’alta energia (HCD) amb una energia de col-lisi6 normalitzada del 28% i van ser adquirits a
I"'analitzador de massa de trampa d’ions.

3.7.3.4. Identificacio de proteines

Les dades de LC-MS es van analitzar mitjancant el programari Proteome Discoverer (v.2.5.
Thermo Fisher Scientific). Les proteines es van identificar mitjangant Mascot (v.2.5. Matrix
Science) per cercar una base de dades que inclou proteines Mus musculus a SwissProt més la
proteina LAMA2_HUMAN. Es van cercar els espectres MS/MS amb una tolerancia de massa
precursora de 10 ppm, tolerancia de fragments de 0,5 Da. Es va seleccionar la tripsina com a
enzim que permet fins a dos clivatges perduts. La Cisteina carbamidometilacio es va establir com
a modificacié fixa i I'oxidacié de la metionina com a modificacié variable. El llindar de significacid
per a les identificacions es va establir en p< 0,05 ions minims puntuacio de 20. Les identificacions
es van filtrar a menys de I’1% de FDR tal com es va avaluar cercant una base de dades decoy.

3.8. Analisi estadistic

L’analisi estadistic es va realitzar mitjancant el programari GraphPad Prism 8. Les dades es
mostren com a mitjana £ SD. En I'analisi de I'expressié génica, es va utilitzar T test o Anova per
comprar els dos 0 més grups grups experimentals. Les diferencies entre grups es van considerar
significatives quan p < 0,05 (* < 0,05; ** < 0,01; *** < 0,001; **** < 0,0001).
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4, Resultats

4.1. Expressio de L211rh en musculs de ratolins administrats sistémicament

Per tal de verificar sila L211rh pot arribar eficientment al muscul de ratolins deficients en LAMA2
des d’una localitzacié extramuscular o d’una ruta sistémica es va administrar
intraperitonealment L211rh a 6 ratolins Dy%/% i com a control es va administrar solucié salina
per la mateixa via a 3 ratolins Dy?/% adicionals. Es van sacrificar als 7 i 14 dies després i es van
obtenir els seus gastrocnemis on es va realitzar un marcatge immunohistoquimic contra la
subunitat a-2 de la laminina.

A la figura 2.5 podem observar el patré de distribucié pericel-lular caracteristic que correspon a
la presencia de la proteina humana en la matriu extracel-lular dels ratolins deficients en laminina
tractats amb L211rh. Podem observar aquest mateix patré en mostres de biopsia muscular
humana (no deficients en LAMA?2), i en canvi, és inexistent en ratolins deficients que només van
rebre PBS.
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Figura 2.5. Immunohistoquimica de muscul huma i de muscul
gastrocnemis de ratolins Dy2j de dos mesos d’edat tractat
amb PBS 0 0,2 pg/ul L211rh. Laminin — a2 va ser dectectada
amb I'anticos polyclonal laminin-2 (Biorbyt).

Posteriorment, per tal de verificar la presencia de la proteina recombinant humana en els
musculs dels ratolins deficients, es va realitzar una immunohistoquimica contra el epitop FLAG
que contélaL211rh. Alafigura 2.6 podem observar patré caracteristic que corresponalal211rh
en la matriu extracel-lular dels ratolins deficients en LAMA2 tractats amb la proteina
recombinant. Podem observar que no es detecta L211rh en mostres de muscul huma ni en els
ratolins tractats amb PBS.
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Dy2jx L211rh Dy2jx PBS huma

Dy2j x L211rh

Figura 2.6. Immunohistoquimica de muscul huma i de muscul
gastrocnemis de ratolins Dy2j de dos mesos d’edat tractat amb
PBS 0 0,2 pug/pul L211rh. Laminin-211 va ser detectada amb
anticos anti-FALG BioM2 (Sigma).

4.2. Expressio de LAMA2, LAMB1 i LAMC1 en linies cel-lulars

Per analitzar I'expressié de les diferents subunitats de la L211 (LAMA2, LAMB1, i LAMC1) a les
cél-lules hepatiques, es van utilitzar com a model diferents linies cel-lulars murines i humanes
mitjangant RT-qPCR. Un dels objectius era trobar al menys un control positiu, amb una alta
d’expressio de cadascun d’aquests gens, i un control negatiu, amb expressié molt baixa o absent.
Vam seleccionar les diferents linies cel-lulars a estudiar en funcid de la seva expressio teorica
documentada en bases de dades (com ProteinAtlas (The Human Protein Atlas, 2022) i BioGPS
(BioGPS, s.f.)) i la seva disponibilitat en el nostre entorn.
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Com varem predir a partir de les bases de dades esmentades, les linies cel-lulars humanes M17
(neuroblastoma) i CACO2 (cancer de colon) tenen una expressié més alta de LAMB1 que les
cél-lules HepG2 (hepatiques). Tanmateix, I'expressié de LAMCL1 va ser més variable. M17 va ser
la que va mostrar una expressi6 d’'RNA més alta en ambdds gens, de manera que la vam
seleccionar com a control positiu. D’altra banda, tant les cél-lules HEK293T (fibroblastica) com
les THP-1 (mielomonocitiques) tenien una expressid més baixa d’ambdds gens, pero THP-1 era
la que mostrava nivells d’expressié més baixos i el vam seleccionar com a control negatiu.

Pel que fa a les linies cel-lulars murines es va confirmar que les cel-lules NIH3T3 (fibroblastiques)
i J774 (mielomonocitiques) eren Uutils com a controls d’expressid positius i negatius,
respectivament, per aquests dos gens (LAMB1 i LAMC1).
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Figura 2.7. Expressié Basal de les diferents subunitats de laminina 211 en diferents linees celulars.

(A) Expressio descrita a PorteinAtlas per linees celulars humanes (esquerra) i expressio observada per RT-gPCR
(dreta). (B) Expressid descrita a BioGPS per linees celulars de ratoli (esquerra) i expressié observada per RT
g-PCR (dreta). Linees celulars: M17: neuroblastoma huma; CACO2: carcinoma de colon huma;HepG2:
carcinoma hepatocelular huma;HEK293T: ronyé embrionari huma;THP-1: monocit huma;NIH3T3:fibroblast
embrionari de ratoli;AML12: hepatocits murins; J774: mielomonocitic ratoli.

Un cop escollits aquests controls, es va realitzar un analisis d’expressid més exhaustiu de les
diferents subunitats de les laminines en les linies cel-lulars hepatiques seleccionades.

Per les HePG2 podem observar com no hi ha expressid significativa de LAMA2, pero si es veu
expressio significativament més alta de LAMB1 i LAMC1. Per les AML12 no observem expressio
de LAMA? pero si observem expressié més alta que en els controls per LAMB1 i LAMC1, tot i que
no de manera significativa.
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Figura 2.8. RT-qPCR analisis de I'expressio basal de les subnitats de laminina 211 en linees celulars
hepatiques comparades amb controls. La significacio estadistica de cada columna es compara amb
els valors de THP-1iJ774 en humans (A) i ratolins (B), respectivament. (*) p<0,05; (**) p<0,01;(***)
p<0,001.

4.3. Expressio de LAMA2, LAMB1 i LAMC1 en hepatocits primaris i organoides de
fetge

Després de detectar I'expressié de LAMB1 i LAMC1 en linies cel-lulars hepatiques, també es va

analitzar I'expressid en hepatocits primaris i organoides de fetge. Aix0 ens permetia determinar

si les linies cel-lulars del fetge son realment representatives de I'expressiéd en hepatocits

primaris. No es va poder fer cap analisis estadistic dels resultats, ja que només disposavem

d’RNA procedents de dues mostres d’hepatocits primaris i una d’organoides.

En tots els casos es va poder detectar I'expressié de LAMC1, tant en hepatocits primaris humans
i murins com en I'organoide hepatic huma.

D’altra banda, els resultats de LAMB1 van ser més variables, ja que es va poder detectar en
I'organoide hepatic perd no en els hepatocits primaris. En conclusié, la mostra d’organoide
hepatic tenia el mateix patrdé d’expressié que les nostres linies cel-lulars de fetge, pero en les
nostres mostres d’hepatocits primaris, humans i murins, no vam detectar expressié de LAMB1.
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Figura 2.9. Analisi gPCR de I'expressio basal de les subunitats de Laminin 211 en hepatocits
primaris i organoides hepatics d'humans (A) i de ratoli (B). (n=2 per hepatocits primaris i
n=1 per organoides).
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4.4. Expressio de PD23-EAAT-LAMA2 i PD23-EAAT-LAMA-H in vitro en ceél-lules
transfectades

Per tal de validar les construccions Pd23-EAAT-LAMA2 i PD23-EAAT-LAMAZ2-H, es va realitzar una

transfeccid amb lipofectamina en linies cel-lulars hepatiques humanes (HepG2) i murines

(AML12) i es van analitzar els nivells d’expressié de laminina-a2 mitjangant RT-gPCR. A la figura

2.10 podem observar com LAMA2 s’expressa correctament en ambdues linies cel-lulars amb les

dues construccions.
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Figura 2.10. Expressié de LAMA2 en cél-lules transfectades en
linea cél-lular hepatica humana HepG2 (A) i en linea cel-lular
hepatica murina AML12 (B). (*) p<0,05; (**) p<0,01;(***)
p<0,001.

Després d’observar una correcta expressio dels constructes, vam analitzar si les linies cel-lulars
testades humanes i hepatiques eren capaces de produir la laminina a2 i/o el trimer L211. Amb
aquesta finalitat, es van transfectar linies cel-lulars HepG2 i AML12, i es va recollir el medi (amb
0% sérum o 5% serum) o les cel-lules el dia 6 post-transfeccid. Es va analitzar la presencia de
proteina mitjangant Western blot.

Es van provar diferents concentracions de serum en el medi degut a que les concentracions
elevades podrien dificultar la deteccio de la nostra proteina i les concentracions sériques baixes
podrien afectar la supervivencia cel-lular. A més, la laminina a2 es pot secretar sola o
trimeritzada amb les altres subunitats. Aixi, en el cas que la proteina es pogués sintetitzar, podria
estar present intracel-lularment, ser secretada sola, o trimeritzada i secretada com a L211 [102].
Per aquest motiu, es van analitzar tant les proteines intracel-lulars (Figura 2.11 B) com les
extracel-lulars (Figura 2.11 C). No vam detectar laminina a2 en cap de les condicions testades
per les proteines transfectades en plaques de 6 pous. En canvi, en les proteines transfectades
en flascons de T75 vam poder observar intracelularment una banda corresponent a ~60 KDa
diferencialment expressada per les cel-lules transfectades respecte el control (Figura 2.11 D).
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Per les proteines que es van fer passar per una columna de purificacié HisTag, no vam poder
veure proteina. També es va realitzar un Western Blot amb anticos anti-HisTag pero no es vam
ser capacos de detectar cap proteina.
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4.5.

Dia 0 Dial Dia 4 Dia 6

N 6@,@% 6‘,\%‘3’ ‘\.‘s,w"v
B D> 4 RS R & C VRIS TN U SN &
RIS oSG WSS o
0% _ 0%
36KkD: | EEDEEDENED s e e CAPDH | 30102 S G - e 4] c70H
80 kDa — 80 kDa -
5% - o 5% ~ )
36 kDa m GAPDH 36 kDa m — . GAPDH
Extracel-lular Intracel-lular
* & g *
D y & SR E & & oo >
\?&QG ’2‘29 XQO’Q >&61;5 quq,’be XQQ'L’B \D“\ ‘3‘& Q&Q )&0 ’&0’» \}\
80 kDa - 80 kDa . — 0
-eokoa [ .
36 kD c— ----- -~ CAPPH e oa S ——— -— GAPDH
Extracel-lular Intracel-lular
Figura 2.11. Western Blot de I'expressié de laminin 211 en HepG2 i AML12 transfectades. (A)
Imatges representatives de microscopi optic de creixement i viabilitat cél-lular després de la trasnfeccid.
(B)i(C) Proteines extracel-lular precipiates del medi i intracel-lular amb medis amb 0% o 5% FBS en
plaques de 6 pous. (D) i (C) Proteines extracelulars precipitats del medi i intracelular amb medis de 5%
FBS en flascons de T75. +pD23: pD23-EAAT-LAMAZ2; +pD23-H:pD23-EAAT-LAMA2-H, L211rh: Laminina
recombinant 211 humana de Biolamina; * Proteina filtrada amb columna HisTag.
Expressié de PD23-EAAT-LAMA2 i PD23-EAAT-LAMA-HisTag in vivo en ratolins

wt i Dy%/2

Per tal de validar les construccions Pd23-EAAT-LAMA?2 i PD23-EAAT-LAMA2-H in vivo es van
realitzar administracions hidrodinamiques dels plasmidis a través de la cavitat retro-orbital a
animals wt i DY?3, La injeccié hidrodinamica es una técnica dificil de realitzar en la que
s’administra per via i.v. un volum molt alt de solucié salina juntament amb el plasmidi en un
periode molt curt de temps. Es per aix0, que els primers animals als que es va realitzar van ser
wt, degut a que amb els animals deficients en LAMA2 es produla una taxa de mortalitat molt
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alta. Un cop ens vam entrenar en realitzar la técnica i la vam adequar als nostres aparells i
animals, es va poder realitzar la técnica en animals Dy?’? amb una taxa de mortalitat molt més
baixa. Finalment, es va realitzar la injeccié hidrodinamica a 3 wt amb el plasmid pD23-EAAT-
LAMA2 lot 2,3 wt amb pD23- EAAT-LAMA2-H i 3 wt que seran utilitzats com a control on es va
injectar PBS. De la mateixa

manera, es van injectar el mateix Wt

Dy2j/2j

numero de ratolins pels diferents

vectors perd amb el model 209 20

. 2j /2j .

animal Dy?/%. Tots els animals es 154 154

van sacrificar als 7 dies després

de I'administracié del plasmidi. 5 107 5 104
32 3
< 3

Els nivells d’expressié de LAMA2 N 54 T N 54

humana (mRNA) es van analitzar o= o 51

mitjangant RT-gPCR. A la figura

2.12 podem veure com 5 | | | -5 I I I

, . s ~ 0, )2‘

! expressi6 no es va veure o«\' Oq:b o & QO’L g

incrementada  de  manera K Q R

. .o . X

significativa en cap de les

mostres analitzades. Figura 2.12. Expressié de LAMA2 en ratolins wt (A) i Dy2j/2j (B) on
s'ha realitzat hidrodinamica. CTL: animal control on s'ha realitzat
hidrodinamica amb PBS; pD23: pD23-EAAT-LAMA2;
+pD23-H:pD23-EAAT-LAMA2-H

Tot i no trobar diferéncies

significatives, vam decidir estudiar I'expressid de proteina LAMA2 mitjancant Western blot en
teixit hepatic i muscular i immunohistoquimica en teixit muscular. Es va realitzar perd només en
el grup d’animals on es va trobar una tendéncia més alta en els nivells d’expressié en mRNA, els
animals wt injectats amb pD23-EAAT-LAMA2. No es va trobar expressio de proteina LAMA2 a
nivell hepatic o muscular (Veure figura 2.13).

71



DAPI

wt

+PD23

+PD23

+PD23

LAMA2

A
W P »
< ST v
80 kDa . a2

36 kDa - DD GAPDH

Fetge

S
SR RN
& X XQO XQO A2

80 kDa == w2

36KD2 e i e s GAPDH

Mdscul

Figura 2.13. Immunohistoquimica i Western
Blot de I'expressio de laminin 211 en ratolins
wt en els que s'ha realitzat hidrodinamica. (A)
Immunohistoquimica de de muscul
gastrocnemis de ratolins wt en els que s'ha
realitzat hidrodinamica i injeccié amb CTX.
Laminin — a2 va ser dectectada amb I’anticos
polyclonal laminin-2 (Biorbyt). Western Blot de
preoteines de fetge (B) i muscul (C) de ratolins
on s'ha realitzat hidrodinamica. +pD23:
pD23-EAAT-LAMA2;
+pD23-H:pD23-EAAT-LAMA2-H, L211rh:
Laminina recombinant 211 humana de
Biolamina.

4.6. Quantificacié de nimero de copies genomiques de LAMA2 a HC-Adv5

Un cop realitzada la produccio de particules adenovirals amb els plasmidis pD23-EAAT-LAMA2 o
pD23-EAAT-LAMAZ2-H per part de Rubén Herndndez y Manuela Gonzélez del grup de Terapia
genica i Regulacioé de I'expressio genomica de CIMA de la Universitat de Navarra, es van enviar
els lots al nostre laboratori. Seguidament es va procedir a realitzar una quantificacié del nimero
de copies genomiques de I'insert LAMA2 en 1 ul dels diferents lots de vector HC-Adv5 mitjangant

RT-PCR.

Lot

HCA-EAAT-LAMA2 Lot 1
HCA-EAAT-LAMA?2 Lot 2
HCA-EAAT-LAMA2-H Lot 1

vg/ml

2,0E+02
3,6E+06
2,9E+07

Taula 2.4. Numero de copies genomiques de LAMA2 pels diferents Lots de HC-Adv5 mitjancant

RT-PCR.
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A la taula 2.4. podem veure com pel vector HCA-EAAT-LAMA2 en el lot 1 es va obtenir una
titulacié molt més baixa que en el lot 2. La titulacié més alta ha sigut la obtinguda amb el HCA-
EEAT-LAMA2-H.

4.7. Expressio de HCA-EAAT-LAMA2 i HCA-EAAT-LAMAZ2-H in vitro

Per tal de validar I'expressié de LAMA2 en cel-lules transduides amb els vectors HCA-EAAT-
LAMA?2 i HCA-EAAT-LAMA2-H es van transduir cél-lules hepatiques humanes (HepG2) amb
distintes multiplicitats d’infeccions (MOlIs). A les 72h es va aillar mRNA i es va realitzar una RT-
PCR per analitzar els nivells d’expressio de laminina — a2.

2500
* *kkk =1 HCA-EAAT-LAMAZ2 Lot 1

2000+ rx HCA-EAAT-LAMAZ Lot 2

rx HCA-EAAT-LAMA2-H
1500

2-AACt

1000

**
*x%

500+

**

I I I I I
S o > O &

W Y %
S N N \ Vv
R R NS

00

Figura 2.14. Expressié de LAMA2 in vitro en HepG2 transuides amb HCA-EAAT-LAMA?2 i
HCA-EEAT-LAMAZ2-H a diferents MOlIs mitjancant RT-gPCR de mRNA. Normalitzada amb GAPDH.
(*) p<0,05; (**) p<0,01;(***) p<0,001.

L’expressié laminina-a2 pel lot 1 de HCA-EAAT-LAMA2 va ser molt baixa i no estadisticament
significativa per totes les MOI testades. En canvi, pel lot 2 de HCA-EAAT-LAMA?2 i lot 1 de HCA-
EAAT-LAMA2-H es va detectar expressio per laminina-a2 a totes les MOI, sent estadisticament
significatiu a partir de MOI 25. En ambdds casos es va trobar el pic d’expressié amb la MOl més
alta testada que va ser MOI 250.

4.8. Expressiéo de laminina — a2 en fetge de ratolins tractats amb HC-Adv5 amb
LAMA2 humana

Un cop comprovat que in vitro vam ser capacos de detectar mRNA almenys amb dos lots de HC-

AdVS5 es va procedir a realitzar experiments in vivo.

Es van realitzar injeccions i.v. dels diferents HC-Adv5 a homozigots Dy?/? i controls homozigots
Dy?/2 amb PBS. Els animals van rebre 1% del seu pes en volum de clodronat via intravenosa (i.v)
pel plexe periocular 24h abans de la injeccid dels vectors per tal d'eliminar transitoriament els
macrofags del sistema reticulo-endotelial i facilitar-ne la transduccié per part dels HC-Adv5. Es
van injectar per cada lot de vector testat 3 ratolins amb 50 pl i 3 ratolins amb 100 ul de vector
HC-Adv5 per i.v. pel plexe periocular. Finalment, es van sacrificar als 7 i 21 dies i es va procedir
a la recol-leccié de teixit hepatic i muscular.
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Amb el teixit hepatic es va realitzar extraccido de RNA, DNA i proteina. Amb el RNA es va realitzar
una RT-PCR i posteriorment amb aquest cDNA i amb el DNA genomic es va realitzar una qPCR
on es va detectar I'expressid de transgen LAMA2 huma (veure figura 2.15).
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Figura 2.15. Expressiéo de LAMA2 in vivo de fetge dels animals
tractats amb HCA-EAAT-LAMA2 (A) i HCA-EEAT-LAMA2-H

Els resultats obtinguts per al vector HCA-EAAT-LAMA2 Lot 1 van ser negatius, no es va poder
detectar transgen del vector en cap de les determinacions que vam fer els experiments in vitro
o in vivo, fet que atribuim a un titol molt baix de vectors presents en aquest primer lot.

Per al vector HCA-EAAT-LAMA?2 lot 2 i HCA-EAAT-LAMA2-H vam ser capacos de detectar
expressio e transgen als 7 i 21 dies després de la seva administracid, tant a nivell de DNA genomic
com de mRNA.

Degut als resultats negatius per HCA-EAAT-LAMA?2 lotl, es va decidir analitzar I'expressio
proteica només pels vectors HCA-EAAT-LAMA?2 lot 2 i HCA-EAAT-LAMA2-H. Amb la proteina de
fetge es va realitzar un Western blot on es va analitzar I'expressié de LAMA2 en aquesta teixits
i es va normalitzar amb GAPDH (Veure figura 2.16).
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Figura 2.16. Western Blot de fetge dels animals tractats amb HCA-EAAT-LAMA2 (A) i HCA-EEAT-LAMA2-H
(B) i la quantificacié de la ratio de la proteina d'interés respecte el control de carrega (C). +HCA
:HCA-EAAT-LAMA?2 Lot 2, +HCA-H: HCA-EAAT-LAMA2-H lot 1, L211rh: laminina recombinant 211 humana
de Biolamina.

No es va observar cap banda de la mida esperada (80 kDa) en el WB dels extractes de proteines
hepatiques, perd es van observar bandes de ~60 kDa en mostres dels extractes de fetge dels
animals tractats. Aquesta banda no era especifica només dels animals tractats, també es podia
veure en els controls Dy?/? no tractats. Perd com podem veure a la figura 2.14 C, la quantificacié
en els controls era més baixa que en els animals tragats per la majoria dels grups.

Amb aquests resultats no podem concloure que hi hagi expressié de laminina—a2 al fetge dels
ratolins tractats, pero, podem dir que el nostre anticos detecta una proteina en més quantitat
en els ratolins tractats després de 7 i 21 dies.

A continuacio, per tal de determinar si la banda de ~60 KDa podria estar relacionada amb
I'expressié de laminina-a2 es va analitzar un primer batch de mostres (Veure taula 2.4)
mitjangant MS. Es van seleccionar una mostra per cada vector i es va seleccionar la que
mostrava més intensitat mitjancant Western blot a la banda de ~60 KDa.

ID  Ratoli Tractament

1 WT Control

2 Dy%/2 Control

3 Dy%/2 100 pl HCA-EAAT-LAMA2- H Lot 1 21 dies
4 Dy2/2 100 pl HCA-EAAT-LAMA?2 Lot 1 21 dies

Taula 2.5. Mostres analitzades per Espectrofotometria de Masses (MS)

A totes les mostres es van identificar al voltant de 1500 proteines de ratoli. Només a la mostra
amb ID 4 es va identificar un Unic péptid huma que es va determinar que corresponia a LAMA?2.
La sequliéncia és especifica de la proteina humana i la Score és de 39, sent aquesta una
identificacio clara de la proteina.

75



4.9. Expressio laminina — a2 en muscul de ratoli tractats amb HC-Adv5 amb LAMA2
humana

Per analitzar si es pot produir, secretar i localitzar L211 al musculs, es van analitzar els musculs

extrets dels ratolins tractats amb els diferents lots de vector HC-Adv5.

DAPI Laminin 211

DyZ + PBS huma

+HCA-EAAT-
LAMA2 lot 1

+HCA-EAAT-
LAMA?2 lot 2

+HCA-EAAT-
LAMA2-H lot 1

Figura 2.17. Immunohistoquimica de muscul dels animals
tractats amb HCA-EAAT-LAMA?2 i HCA-EEAT-LAMA2-H.

Es va realitzar una immunohistoquimica als gastronomies de tots els ratolins tractats. El control
positiu, un muscul esqueletic huma sa, va mostrar una tincid i localitzacié correcta de la
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laminina—a2 humana, restringida a la membrana basal muscular. En els ratolins controls i
tractats no es va detectar laminina-a2 humana (Veure Figura 2.17).

Seguidament es va analitzar I'expressié de laminina-a2 humana pels animals tractats amb els
vectors HCA-EAAT-LAMA?2 lot 2 i HCA-EAAT-LAMAZ2-H lot 1. On tampoc es va poder detectar
laminina—a2 humana a cap animal tractat.

A 1\\“\
Control +HCA 7 dies +HCA 21 dies v

80 kDa . o2

6100 I G0

<
Control +HCA-H 7dies  +HCA-H 21 dies ()M

80 kDa . a2

36 kDa
m GAPDH

Figura 2.18. Western Blot de muscul dels animals tractats amb
HCA-EAAT-LAMA2 (A) i HCA-EEAT-LAMA2-H (B). +HCA :HCA-EAAT-LAMA?2 Lot
2, +HCA-H: HCA-EAAT-LAMA2-H lot 1, L211rh: Laminina recombinant 211
humana de Biolamina.

De la mateixa manera que amb el teixits hepatic, es van enviar les mateixes mostra a analitzar
per als mateix animals tractats (veure taula 2.5). A totes les mostres es van identificar al voltant
de 400 proteines, pero a diferencia de amb el teixit hepatic, en el muscul esquelétic no es va
identificar cap péptid per la proteina LAMA2 humana en cap de les mostres.

4.10. Test funcionals

Els animals tractats amb 100 pl HCA-EAAT-LAMA2 lot 1 van ser sotmesos a tests funcionals un
cop per setmana durant dos mesos. A la figura 2.17 es poden veure els resultats per el test de
suspensio per dues extremitats i el test de forca d’adherencia, en cap dels casos podem observar
una millora fenotipica dels animals tractats.
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Forca d'adheréncia

WT
Dy2j/2j + PBS
200 = Dy2l2] +
i ' HCA-EAAT-LAMA2 lot 1
RS
N
| 'l T T pN & I
o 1 1 I 1
Dies
Suspensié per dues extremitats
800
Wt
600 Dy2j/2j + PBS
" Dy2/2j +
5 HCA-EAAT-LAMAZ lot 1
[e)) 400
Q
(%2}
200
0 - T T 1
0 20 40 60 80
Dies
Figura 2.17. Test funcionals d'animals tractats amb HCA-EAAT-LAMA?2 lot 1.
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5. Discussio

Capitol 1

Plataforma in vitro de mioblastes primaris

El muscul esquelétic es el teixit més abundant del cos huma, en individus adults representa
aproximadament la meitat de la masa corporal, pero pot estar compromeés funcionalment a
causa de malalties genetiques metaboliques i neuromusculars. La capacitat de generar
equivalents fisiologics in vitro del muscul esquelétic huma ofereix una plataforma molt valuosa
i indispensable per estudis bioldgics fonamentals, desenvolupament de noves terapies géniques
i farmacologiques per als trastorns musculars.

La diferenciacié de mioblastes a miotubs madurs és fonamental per I'estudi dels efectes de les
patologies sobre el muscul esquelétic. Moltes de les proteines estructurals que afecten les
distrofies musculars, com és el cas de la distrofina, no s’expressen en mioblastes en cultiu i
només s’expressen quan aquests es troben diferenciats a miotubs (Dumont et al., 2016).

El muscul esquelétic és un teixit altament organitzat format per matrius de miofibres
multinucleades alineades. Aquesta arquitectura complexa s’intenta mimetitzar in vitro per
obtenir models que representin amb precisid les caracteristiques basiques del teixit muscular
esqueletic. Les miofibres multinucleades es formen per fusié i diferenciacié de cel-lules
precursores musculars; per tant, les estrategies de diferenciacié haurien de proporcionar ajuda
per I'organitzacid i alineacié de mioblasts permeten aixi la seva fusid. Estudis anteriors han
demostrat que les cél-lules amb tendéncia a alinear-se in vivo (per exemple, fibroblasts,
mioblasts murins i cél-lules endotelials) poden allargar-se i alinear-se in vitro si estan
geomeétricament confinades (Aubin et al., 2011). Fins ara, les técniques més comunes per
aconseguir aquesta alineacié i organitzacié sén el micropattering, microemmotllament o la
bioimpressié 3D (Fernandez-costa et al., 2021).

La majoria dels estudis publicats s’han centrat en mioblastes de rodents, i la major part de la
investigacio s’ha dut a terme amb la linia de mioblastes murins immortalitzats C2C12. Aquestes
cél-lules, a diferéncia de les mioblastiques humanes; tenen unes condicions de cultiu de
diferenciacid ben definides, no requereixen de superficies recobertes de proteines i es
diferencien bé en una varietat de medis de diferenciacié suplementats amb seérum equi. Se sap
molt menys sobre les condicions clau de diferenciacié en mioblasts humans primaris i com les
condicions dels cultius afecten a la seva diferenciacié. Fins ara, la diferenciacié de mioblastes
primaris humans era una técnica que requeria molt de temps i I'Us d’equips, medis i reactius
molt costosos.

Els mioblastes murins tenen capacitat de diferenciar-se només mitjancant la depravacié de
serum d’'una manera eficag. La disminucio del contingut de serum en el medi de creixement es
suficient per provocar una aturada de la proliferacié dels mioblastes i un canvi en la fusio de
mioblastes i formacié de miofibres. Les condicions d’obtencid i diferenciacié d’aquests cultius
estan ben definits a la literatura, cosa que va afavorir els resultats positius en posar a punt
aquesta técnica al laboratori. Vam tenir resultats exitosos utilitzant el protocol establert per
Springer et al. per I'obtencié de mioblastes de ratoli i es va obtenir una alta purificacié amb el
metode pre-plating modificat descrit per Lavasani et al. A més veiem que com anteriorment
s’ha esmentat, utilitzant un metode de deprivacié de serum es va observar una alta taxa de
diferenciacio en els cultius cel-lulars.
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En canvi, s’han realitzat pocs estudis en mioblasts humans primaris no immortalitzats i encara
hi ha dificultat per trobar métodes de diferenciacio cost/efectius. Les condicions d’aillament i
proliferacié per les cel-lules musculars humanes estan ben caracteritzades (Askabas and G.
Gallez-Hawkins, 1985) i és una técnica que es realitza al laboratori de Neurologia Pediatrica de
forma rutinaria. Un cop obtingudes les cél-lules mononucleades que deriven dels explants de
biopsia muscular, obtenim una poblacid heterogenia de cél-lules miogéniques i no miogeniques.
Per tal de poder aillar les cél-lules miogeniques es important realitzar un pas de purificacid.

Existeixen sistemes de purificacid amb perles magnetiques anomenades MACS® que seleccionen
el mioblastes CD56+ (Park, Baek and Kim, 2012) amb els que s’obtenen graus de purificacié molt
elevats. Per nosaltres pero, era important avaluar i posar a punt una eina que permetés obtenir
un percentatge de mioblastes elevat i que no eliminés del tot els fibroblasts del cultiu. Diferents
estudis han demostrat que s’obté un major grau de diferenciacié de cél-lules musculars i
maduracié de miotubs quan les cél-lules C2C12 es co-cultiven amb fibroblasts (Cooper et al.,
2004; Mathew et al., 2011). Es important perod, que el percentatge de fibroblasts es mantingui
en el temps, ja que, al tenir una taxa de creixement més elevada que els mioblastes, poden ser
el tipus cel-lular predominant en el cultiu si no es té en compte.

La técnica de pre-plating utilitzada en aquest treball es basa en les caracteristiques diferencials
d’adhesid entre els diferents tipus cel-lulars (Rando and Blau, 1994) presents en el cultiu i és una
técnica rapida i cost/efectiva. Es van realitzar diferents aproximacions avaluant diferents
condicions i es va concloure que la tecnica de pre-plating amb la major proporcié de cel-lules
mioblastiques va ser quan es realitzava abans de la congelacié de les cél-lules i utilitzant coating
de gelatina. En aquestes condicions s’obtenien fins un 80% de cel-lules miogeniques respecte el
nombre total de cél-lules en cultiu.

En aquest treball es van provar les condicions que milloraven la diferenciacié de mioblasts
primaris humans per formar miofibres. L'Us del metode classic de diferenciacié per privacié de
serum utilitzant matrigel i amb DMEM high, 10 pg/ml de insulinai 10 pg/ml d’Apotransferrina
va obtenir millors resultats dels medis testats, pero tot i aixi va donar lloc a baix percentatge de
diferenciacio i s’observava orientacio aleatoria dels miotubs formats. Al reduir la concentracio
sérica, el que s’intenta és aturar la proliferacié cel-lular, i afavorir la diferenciacié. En els
mioblastes de ratoli veurem que amb aquest Unic pas és suficient per aconseguir un alt
percentatge de diferenciacié en cultiu. En canvi, en cultius de cél-lules mioblastiques primaries
humanes hem vist que és insuficient per induir la seva diferenciacio.

En canvi, es va demostrar que mitjancant modificacions de la técnica HDSS era possible utilitzar-
la amb mioblastes primaris humans i es va obtenir un index de fusié superior al 80%, amb una
alta organitzacio i orientacid de les fibres diferenciades. Aixi, I'index de fusié en mioblastes
primaris humans sense patologies neuromusculars amb la técnica HDSS va ser un 65% més alt
gue amb la tecnica de privacié de serum amb una diferencia altament significativa.

A continuacié es va testar si amb la técnica modificada HDSS també s’obtenia una alta
diferenciacié de cultius primaris humans en pacients amb DMD. Es van avaluar cultius primaris
de tres pacients; en dos d’ells es va obtenir un index de fusié superiors al 70%, amb una alta
organitzacio i orientacié mentre que en el tercer es va obtenir un index de fusié inferior al 10%.
Aix0 ens indica la importancia de mantenir les condicions de cultiu al obtenir cél-lules primaries
a partir d’explants de biopsia muscular i de la necessitat de testar la capacitat de diferenciacio
dels cultius primaris abans de realitzar qualsevol altre técnica. Si es canvien les condicions de
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cultiu al obtenir mioblastes primaris humans conscient o inconscientment és possible que
aquest perdi la seva capacitat de diferenciacié.

Els mioblastes han d’estar propers en I'espai per reconeixer-se i fusionar-se en miotubs de forma
eficient. Treballar amb una alta densitat cel-lular va ser clau per obtenir miotubs multinucleats.
Els cultius cel-lulars de baixa densitat afavoreixen que les cél-lules s’aplanin en la placa de cultiu.
La proliferacié d’aquest tipus cel-lular es afavorit en presencia de factors de creixement que es
troben en el medi de cultiu de creixement. En canvi, en la tecnica HDSS, la generacid d’una taca
d’alta densitat cel-lular provoca que hi hagi dos tipus d’ambient dintre d’aquesta taca: (1) les
cel-lules del centre que tindran molt poc espai per créixer i per tant el contacte cél-lula — cel-lula
alentira el creixement i induira I'expressié de gens de diferenciacié, augmentant la capacitat de
fusionar-se i expressar proteines contractils. (2) Les cél-lules de la periféria, que al tenir menor
densitat cel-lular al costat periferic tindran capacitat proliferativa perd es veuran obligades a
competir per I'espai, que sera menor a mesura que passa el temps i per tant es veuran obligades
a alinear-se. Un cop alineades quan augmenti el contacte cel-lula-cel-lula passaran a ser el tipus
cel-lular descrit anteriorment, i per tant comencara la seva fusid6 d’'una manera alineada i
organitzada.

En general, la técnica HDSS modificada aqui descrita representa una millora objectiva respecte
els models de cultiu cel-lular huma convencionals, resultant en una eina robusta i d’alt
rendiment amb un cost econdmic relativament baix i que es pot realitzar amb materials
disponibles a qualsevol laboratori. Resultant en una eina util per fer servir com a plataforma in
vitro per estudis preclinics, no només en DMD, sind també potencialment per altres tipus de
Distrofies Musculars.

Accid de farmacs read-through

El present estudi representa un analisi de la capacitat dels farmacs read-through de restablir
I’expressié de distrofina in vitro en mioblastes provinents de ratoli i de pacients amb diferents
mutacions nonsense.

Els aminoglicosids sén antibiotics que presenten activitat read-through de forma natural pero
tenen una elevada toxicitat. Es per aixd que es van realitzar cribratges massius amb la finalitat
de cercar farmacs amb la mateixa capacitat sense els efectes toxics. PTC124, RTC13 i RTC14 sdén
farmacs amb aquesta capacitat, que han sigut testats en model de ratoli mdx i s’ha descrit
capacitat restaurativa de la distrofina (Welch et al., 2007; Kayali et al., 2012).

L'efectivitat de PTC124 ha estat motiu de gran controversia des dels seus inicis. Mentre que hi
ha publicacions independents que recolzen la seva efectivitat mostrant resultat positius en
models cel-lulars i animals (Bezzerri et al., no date; Li et al., no date; Sarkar, Zhang and
Mukherjee, 2012; Gémez-grau et al., 2015) altres treballs gliestionen I'activitat d’aquest farmac
i alguns autors han atribuit la seva activitat a un efecte no relacionat amb la restauracio
traduccional de la mutacid nonsense, sino a efectes directes sobre el gen de la luciferasa utilitzat
en els estudis en el desenvolupament d’aquesta molécula (Auld et al., 2009; Harmer et al., 2012;
McElroy et al., 2013; Bolze et al., 2017).

Els analisis d’eficacia del tractament realitzats en context d’un assaig clinic en pacients amb DMD
(NCT01826487) es va fer mitjangant la prova de la marxa de 6 minuts i, segons els resultats
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obtinguts, el tractament a dosis baixes demostrava una millora en un subgrup de pacients.
L’analisi dels resultats ha posat de manifest una alta variabilitat de resposta.

Es en aquest context de resultats contradictors obtinguts tant en experiments in vitro, com in
vivo i on el mecanisme d’accidé encara no esta ben establert on es va voler verificar en primer
lloc si podiem observar en una plataforma in vitro de mioblastes de ratoli mdx restauracié de
distrofina. | també, si en una plataforma in vitro de mioblasts humans primaris on es testarien
diferents mutacions es podia observar restauracié en I'expressié de distrofina i poder conéixer
si les causes de variabilitat en la seva eficacia podrien ser degudes a |’heterogenitat en les
mutacions nonsense dels pacients.

Al testar aquest farmacs read-through en mioblastes primaris derivats de ratolins mdx no hem
pogut visualitzar la restauracié de distrofina mitjancant Western blot. Quan es van testar aquest
farmacs en mioblastes primaris humans diferenciats amb la técnica HDSS es va observar un
efecte citotoxic sobre aquestes cel-lules, arribant a produir una mortalitat en el 100% de les
cél-lules a les 48 hores de tractament.

Després de la realitzacid del estudis anteriorment descrits es va publicar que la resposta a les
discrepancies trobades podia explicar-se per diferencies en I'activitat read-through depenents
del tipus de codo d’aturada. En el cas de ratoli mdx la mutacioé natural és ¢.3185C>T i p.GIn993*
i el codd present en la soca wt CAA, codé pel qual s’ha descrit que el PTC124 té menys activitat.

A més, cal tenir en compte la sensibilitat de la técnica utilitzada per determinar la preséncia de
distrofina. En aquesta cas es va utilitzar Western blot, és possible que no sigui una téecnica el
suficientment sensible per detectar nivells baixos de distrofina. Hem de tenir en compte que la
quantitat minima de distrofina que es requereix per arribar a una estabilitat muscular funcional
normal es troba entre el 29% i el 57% (Neri et al., 2007), nivells que si serien detectats per
aquesta tecnica.

Capitol 2

Expressio de L211rh en muscul de ratolins tractats per via sistémica

Tot i I'alta massa molecular de la L111 natural derivada del sarcoma muri Engleberth-Holm-
Swam (EHS), Rooney et al. (Jachinta Rooney and Gurpur, 2009; Jachinta E Rooney et al., 2012)
van demostrar que aixo0 no era una barrera per al seu lliurament després de I'administracié
intraperitoneal, doncs era detectable als musculs esquelétics i al cor dels ratolins mdx i Dy%/3.

Tot i que la L111 de ratoli i humana tenen un alta homologia, al igual que entre laL111ila L211,
hi ha aproximadament un 30% de diferéncies en la seqliéncia primaria d’aminoacids, a més de
diferéncies en el patré de glicosilacié.

Per testar si la laminina-211 humana també es pot lliurar sistemicament al muscul de ratolins
Dy%/3, es van tractar aquests ratolins amb una dosi Gnica de L211rh per via intraperitoneal (i.p.).
Es van sacrificar als 7 i 14 dies després de I'administracio i es van testar les crioseccions de
gastrocnemis per la presencia de proteina L211 utilitzant immunofluorescéncia contra laminina
o-2 humana i FLAG. La immunohistoquimica va ser positiva per als dos marcatges mostrant un
patrd tipic de matriu extracel-lular, el que demostrava que I’'administracié per via sistemica de
la proteina recombinant humana L211 es possible en ratolins deficients per laminina.
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Posteriorment a la realitzacid d’aquest experiments, Barraza-Flores et al. (Barraza-Flores et al.,
2020) van obtenir resultats similars als aconseguits en el nostre grup, mostrant que tant
mitjangant I'administracid sistemica setmanalment de L111 i L211 humana en ratolins NODScid
dy* obtenien millora de la funcid i la patologia molecular.

Aqguestes troballes obren el cami a noves terapies substitutives per a MDC1A basades en
I’administracio de proteina recombinant. A més, aquests resultats també permeten hipotetitzar
que si hi hagués un organ que sintetitzés la proteina i la secretés al sistema circulatori, aquesta
podria arribar al seu organ diana i unir-se al seus lligands.

Expressio de laminines en linies cel-lulars i teixits

L'expressidé d’expressid de les cadenes B1 i Y1 ha estat explorada ampliament en diferents
estudis (The Human Protein Atlas, 2022) pero encara no queda completament clara el patré
d’expressio d’aquestes laminines en fetge. Al analitzar la informacié disponible a Human Protein
Atlas, una de les principals bases de dades d’expressid en humans, podem veure com hi han
discrepancies en I'expressié d’algunes subunitats de laminina entre les diferents mostres
hepatiques.

Per tal de poder avaluar la viabilitat de que el fetge sigui un bon organ diana per la produccié de
L211 al introduir un vector d’expressid per la cadena laminina-a2, es va estudiar el patré
d’expressio de les cadenes implicades de laminines en diferents linies hepatiques, hepatocits
primaris i organoides de fetge.

Es van estudiar les linies cel-lulars HepG2 i AML12 mitjancant RT-gPCR. En les dues linies
cel-lulars es va detectar expressid basal de les cadenes 1 i Y1. No obstant aixo, els nivells
d’expressio a les AML12 era molt baix, cosa que podria ser un factor limitant en la trimeritzacio
de la L211 en aquestes cel-lules.

Seguidament, es van comparar els nivells d’expressié de les diferents subunitats de laminines
en hepatocits primaris aillats amb els obtinguts en les diferents linies cel-lulars i es van obtenir
resultats discrepants. La cadena Y1 es va trobar expressada tant en hepatocits humans com de
ratoli i organoides humans. En canvi, la cadena B1 només es va trobar expressada per els
organoides humans, perd no en hepatocits primaris.

Aguestes diferencies poden ser degudes a diferents motius que seran exposats a continuacio.
Un d’ells és l'alteracié d’aquests hepatocits aillats després de la interrupcié dels contactes
cél-lula — cel-lula i cél-lula — matriu durant el procés d’aillament. S’ha vist que si les cel-lules no
estan ancorades i cultivades en condicions adequades (laminines, col-lagen IV, perleca, etc.) es
pot provocar disfuncid cel-lular i conseqlientment apoptosi, que provocara una alteracié en
I’expressié génica, com en aquest cas podria ser per la LAMB1 (Watanabe et al., 2016). Una altra
possibilitat que explicaria la diferencia d’expressié és I’alta variabilitat intra i interindividual. La
variabilitat intraindividual es pot observar facilment al realitzar una immunohistoquimica en
teixit hepatic. En un mateix lobul hepatic hi ha zones amb major preséncia de laminina-pf1 i
laminina-Y1, tant intracel-lular com extracel-lular (The Human Protein Atlas, 2022) Aquest
fenomen s'anomena zonacié hepatica, i consisteix en la distribucié no uniforme de les funcions
hepatiques al llarg de I'eix radial del lobul en funcié del microambient que envolta els hepatocits.
Aguest microambient es veu alterat principalment per la proximitat al torrent sanguini, on la
pressid parcial d'oxigen i altres molécules sdn més abundants. Aixi doncs, de la mateixa manera
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que altres vies es veuen alterades per aquesta zonacid, I'expressié de proteines com les
laminines també es podria distribuir de manera no homogeénia en les diferents zones hepatiques
(Manco and Itzkovitz, 2021). A més, hi ha variabilitat interindividual, pero encara no esta clar
quins factors influeixen en aquesta variabilitat, tot i que sembla esta relacionada amb 'edat i el
génere. Es van analitzar sis individus diferents amb un diagnostic diferent que va requerir una
reseccio hepatica. Aquests individus van mostrar diferents patrons en I'expressid de les cadenes
de laminina, principalment en la laminina-B1 (Watanabe et al., 2016). S'ha descrit que els
pacients amb MDC1A tenen una regulacié a I'alca d’altres subunitats de laminines, com la
laminina-a4, com a mecanisme compensatori a la manca de laminina-a2 (Yurchenco et al.,
2018). Aquest fet indica que aquests gens estan regulats o poden ser induits en funcié de les
necessitats, sent menys expressats en situacions de poca demanda. De manera que el moment
en el que es realitza la presa de la mostra analitzada podria ser un altre factor que afavoreixi la
variabilitat. Aixi doncs, per tots els motius exposats anteriorment, es pot suposar que I'expressio
de laminina-B1 és molt variable, i aquesta pot ser la rad per la qual no es va observar en les
mostres d’hepatocits aillats en aquest estudi.

Expressio de pD23-EAAT-LAMA2 i pD23-EAAT-LAMA2-H in vitro

Un cop confirmat que les nostres linies cel-lulars hepatiques tenen expressiéo de LAMB1 i LAMC1,
les vam transfectar amb dos plasmidis que contenen el cDNA de la LAMA2 humana amb i sense
cua d’histidines.

Es van detectar nivells d'expressio del transgen (mRNA) significativament elevats en comparacié
amb controls sense transfectar pels dos plasmidis testats, tant en les linies cel-lulars humanes
com en les murines. Indicant aixi la funcionalitat del promotor i la transcripcié adequada del
constructe 48 hores post transfeccio.

A nivell proteic, vam considerar que la proteina necessitava periodes de temps més llargs, donat
que és una proteina considerablement llarga. En altres estudis, s’havia vist que per la produccio
de laminines similars, com es el cas de la L521 en HEK293T es necessitavem 5 dies per observar
el pic de produccio (Tryggvason, 2012).

Tanmateix, quan vam analitzar la produccié de proteines després de 4 i 6 dies no es va detectar
laminina-a2 de manera intracel-lular ni extracel-lularment. Pero si que vam ser capacos de
detectar una banda de ~60 kDa a la fraccid intracel-lular que es veu diferencialment expressada
en les cel-lules transfectades, poden ser aquesta doncs especifica de L211. Una possible raé de
la manca de deteccié laminina-a2 podria ser la dilucid de l'expressié plasmidica, ja que la
proporcié de cel-lules transfectades és menor cada vegada que les cel-lules es divideixen. Un
altre motiu possible és que després de 6 dies en el mateix matras amb només una renovacié del
medi el dia 2, la supervivéncia cel-lulari el perfil d'expressid podria veure's afectat. Hem intentat
reduir la concentracio serica al medi per tal de frenar el creixement cel-lular i tenir una proporcio
més gran de laminina-a2 al medi, utilitzant concentracions del 0%, 2% i 5%. No obstant aixo, la
taxa de creixement no es va veure influenciada per aixo i la supervivéncia cel-lular era menor
quan es reduia el serum.

Pel que fa a la proteina que va ser seleccionada amb la columna Histag, no vam ser capacos de
detectar-la ni mitjan¢ant I'anticos especific per LAMA2 i tampoc el especific per HisTag. Aixo pot
ser degut a que la proteina no fos seleccionada per aquesta columna degut a que es requereix
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de ajustar els buffers d’elucié o també podria ser degut a un mal plegament de la proteina en el
gue amaga |'epitop on es troba la cua d’histidines.

Tots aquests fets dificulten la deteccid de laminina-a2 in vitro per Western blot, especialment
en linies cel-lulars amb alta produccié de proteines, com les linies cel-lulars del fetge. A més, el
fet que la seva proporcié de divisio sigui relativament alta, fa que no sigui possible incubar les
cel-lules durant periodes de temps més llargs si la proteina necessita més de 6 dies per produir-
se o secretar-se.

Expressio de pD23-EAAT-LAMA2 i pD23-EAAT-LAMA2-H in vitro

Per avaluar la funcionalitat del promotor i la correcta transcripcié dels plasmidis codificant per
la laminina-a2 in vivo es van realitzar injeccions hidrodinamiques en ratolins wt y Dy%/2,

En els dos casos es van detectar nivells d’expressio de mRNA molt baixos i no significativament
diferents dels trobats en els controls no injectats. A més, no vam ser capacos de detectar la
proteina al muscul d'aquests ratolins tractats.

La técnica d’injeccio hidrodinamica es una técnica de lliurament de DNA nu mitjancant la injeccid
rapida (5-7 segons) d’ADN plasmidic en un volum equivalent al 8-10% del pes corporal del ratoli.
En teoria es pot aconseguir fins a un 30-40% d’eficiéncia de transfeccio al fetge. Tanmateix, es
conegut que la grandaria d’aquest DNA plasmidic afecta I'eficiencia de transfeccié (Bonamassa,
Hai and Liu, 2011). El nostre plasmidi es d’una mida gran, cosa que podria explicar la baixa
I'eficiencia de transfeccié que hem trobat a nivell d'mRNA i, conseqlientment, la baixa produccié
de proteina, cosa que fa que sigui indetectable a nivell muscular.

Tot i no utilitzar cap plasmidi amb gen reporter com a control en aquest estudi, estem
convenguts que la técnica utilitzada es correcta degut a que mitjangant una col-laboracié vam
realitzar aquesta mateixa técnica en animals Dy%/? de la mateixa coldnia amb un plasmidi que
contenia luciferasa i posteriorment es va veure que hi havia expressio a fetge (Pallarés-masmitja
etal., 2021).

Expressio de laminina-a2 en cel-lules HepG2 tractades amb HC-Adv5 amb LAMA2 humana

Un cop analitzada la correcta expressié dels plasmidis codificant per la laminina-a2 es va
procedir a la produccié dels vectors virals AdV5 amb aquests constructes testats. L'obtencid i
produccié de les particules adenovirals s’ha realitzat en el laboratori del Dr. Rubén Hernandez i
Manuela Gonzalez del grup de Terapia génica i Regulacié de I'expressio génica del CIMA /
Universitat de Navarra.

Un cop realitzada la produccié es va realitzar una quantificacié de nimero de copies genomiques
(genome copies o gc). Vam observar que en el lot 1 de HCA-EAAT-LAMA2 es trobava un nimero
de copies molt més baix que en la resta de lots. En canvi, els lots 2 de HCA-EAAT-LAMA2 i el 1
de HCA-EAAT-LAMAZ2-H tenien un titol molt més alt. Els diferents lots es van produir a temps
diferents, donant aixi variabilitat en la seva produccid i per tant variabilitat en la quantificacio
de transgen.
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Per tal de testar la funcionalitat del promotor i la seva correcta expressio, es va transduir la linia
HepG2. Es va escollir aquesta linia degut a que el grup que va produir el vector havia demostrat
anteriorment que el promotor EalbAAT, utilitzat en aquestes constructes, té una millor expressio
en I'esmentada linia cel-lular.

A nivell de mRNA, vam trobar nivells d’expressid significativament més alts en les cel-lules
transduides a totes les MOI utilitzades pels lots 2 del vector HCA-EAAT-LAMAZ2 i el lot 1 del HCA-
EAAT-LAMA2-H. En canvi, pel lot 1 del HCA-EAAT-LAMA2 es van trobar nivells d’expressio
practicament imperceptibles. Aquests resultats son consistents amb la quantificacio realitzada
anteriorment i permeten concloure que es necessita un titol més alt que els dels lots 2 de HCA-
EAAT-LAMA2 i el 1 de HCA-EAAT-LAMA2-H per tal d'aconseguir una expressié detectable del
transgen.

Tot i no testar els vectors en linies cel-lulars hepatiques murines, en anteriors estudis es va
demostrar que la LAMA2 humana en el model de ratoli Dy?/% es capag de restaurar la sintesi i
localitzacié de laminina-a2 al muscul esqueléetic, millorant també la morfologia i funcionalitat
muscular i la longevitat del ratoli. Es va realitzar un model de ratoli transgénic que expressava
LAMA2 huma sota la regulacié d'un promotor de creatina cinasa especifica del muscul (Kuang et
al., 1998). Es per aixo que no creiem que, tot i no testar aquest vector en ratoli, hi hagin d’haver
grans diferéncies en els resultats obtinguts amb la linia cel-lular hepatica humana.

Expressio de laminina — a2 en ratoli tractats amb HC-Adv5 amb LAMA2 huma

Al tractar els ratolins amb el vector HC-Adv5 contenint el LAMA2 huma, vam trobar expressid
significativa d’ARNm al fetge dels ratolins tractats amb 100 pl dels vectors HCA-EAAT-LAMA2 lot
2 i HCA-EAAT-LAMA2-H lot 1. Aquesta expressio es va veure en tots els temps analitzats entre 7
i 21 dies després de la seva administracid. Aquest fet ens corrobora que el vector es capag
d’arribar als hepatocits dels ratolins i expressar-se.

En el cas del vector HCA-EAAT-LAMA2 lot 1, no es troben nivells d'ARNm significativament
augmentats, fet que es correlaciona amb el baix nimero de copies de transgen detectat en la
titulacio del vector.

Tanmateix, la deteccié de la proteina a nivell hepatic no queda del tot clara. Al realitzar Western
blot dels ratolins tractats no es va observar banda positiva de laminina- a2 de la mida esperada.
Es va utilitzar com a control positiu la proteina L211 humana recombinant (BioLamina) la qual
mostra una banda positiva a laminina-a2 a 280 KDa amb l|'anticos utilitzat. En canvi, en els
animals tractats, I'anticds contra laminina-a2 humana detectava una banda de ~60 KDa que era
més intensa en els animals tracats, perd que també estava present en les mostres dels ratolins
no tractats.

Per tal de poder dilucidar si en aquesta banda més petita estavem detectar LAMA2 humana,
vam enviar una selecci6 de mostres de bandes electroforetiques per analitzar per
espectrofotometria de masses. En els controls no tractats no es va trobar cap coincidéncia amb
la proteina LAMA2 humana, en canvi, en 1 dels dos ratolins tractats testats es va trobar un peptid
gue corresponia amb la seqiiencia especifica de la proteina humana.

De manera que podem concloure que la banda de ~60 kDa esta relacionada amb la sintesi de
laminina-a2 humana, i que s'ha detectat als 21 dies al fetge d'un dels ratolins tractats.
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Actualment s’han processat la resta de mostres i s’"han enviat a analitzar per espectofotometria
de masses.

La deteccid d'un unic peptid, ens indica que els nivells de proteina produits son probablement
molt baixos. El fet d'obtenir nivells d’expressié d'RNAm elevats pero nivells de proteina tan
baixos, ens fa pensar que hi ha un embut en la produccié de la proteina a nivell hepatic. Aixo
podria ser pel fet que tot i expressar LAMB1 i LAMC1, com hem vist anteriorment, LAMC1 pot
tenir una expressié variable o suboptima. Si alguna de les dues cadenes tenen una expressid
baixa, hi haura poca trimeritzacié de la proteina i conseqlientment poca quantitat de proteina
final a teixit. Un altre factor limitant podria ser que tot i tenir una expressié normal d’aquestes
dues cadenes, el fetge es productor d’altres laminines que necessiten aquestes dues cadenes
per tal de ser trimeritzades. Aix0 podria provocar una prioritzacié de les altes proteines de
produccié natural en aquest organ, pero es pensa que degut a la utilitzacié d’'un promotor tant
potent com es el EalbAAT aix0 deuria ser una avantatja i evitar que es provoqui aquesta
prioritzacié negativa per nosaltres. Altres explicacions alternatives podrien ser una deficient
traduccié de I'RNAm de LAMA2, un processament intracel-lular suboptim, o que I'epitop
reconegut pels anticossos utilitzats es perdi per una conformacio incorrecta de la proteina o per
que la trimeritzacié amb les altres dos subunitats murines (B1 i Y1) alteri d'alguna manera la
subunitat humana (a2), de forma que no necessariament hagi de perdre la seva funcionalitat,
pero si I'epitop conformacional.

Pel que fa a la deteccié de LAMA2 humana a nivell muscular, no vam ser capacos de detectar-la
ni mitjangant immunohistoquimica ni per Western blot. Atesa la baixa concentracié de proteina
detectada a fetge, aquests resultats son concordants. Creiem que seria necessari assolir una
major concentracié de proteina a fetge, per tal de que aquesta pogués ser secretada i
transportada fins al muiscul i emmagatzemada en aquest unint-se al seus receptors de manera
que la seva acumulacié progressiva facilites la seva deteccid.

També s’ha de tenir en compte el factor temps, es possible que degut a que és tracta d'una
proteina tan gran, la seva produccid i acumulacié en els teixits estudiats necessiti més temps per
que siguem capagcos de visualitzar-la.

Alhora, es necessari substituir les laminines ja existents a muscul que podrien estar substituint
ala L211, com s’observa amb la L411 o L511 (Jachinta E Rooney et al., 2012; Yurchenco et al.,
2018). Aquest fet el podriem accelerar administrant CTX després de I'administracid del vector,
afavorint la regeneracié aguda del muscul i per tant la renovacié proteica. Caldria saber pero,
en quin moment es produeix el pic de produccié de proteina en fetge per tal de poder induir la
renovacio quan s’hagi acumulat la suficient proteina a fetge.

Un altre possible explicacié per no observar o observar una poca quantitat de proteina es que
L211 fos secretada en la seva gran majoria pel fetge, no acumulant-se intracel-lularment i per
tant trient la possibilitat de detectar-la mitjangcant Western Blot en el teixit. Tot i ser secretada,
la proteina podria no trobar-se a muscul degut a | que la inflamacid/fibrosi trobat en aquest
model de patologia dificulti la seva adhesié amb els seus lligants i per tant la seva acumulacio.

Podem concloure que en les nostres condicions experimentals, la deteccié de proteines al
muscul probablement requereix una produccid, secrecidé i acumulacié suficient durant un
periode de temps suficient, probablement més llarg al que hem testat en els nostres
experiments. També es probable que la produccié de la proteina estigui limitada en el fetge per
la expressié d’alguna de les altres dues cadenes necessaries per trimeritzar-se la proteina i
secretar-se. Per tal de solucionar aquest problema, teoricament el vector HC-Adv5 es
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suficientment gran com per poder-se incloure les altres dues cadenes que formen la L211.
D’aquesta manera ens assegurariem que I'organ diana del vector, sigui el que sigui, produeixi
totes les subunitats necessaries per la produccid de la L211 i no hi hagi cap de les cadenes que
sigui limitant. Creiem, pero, que I'eficiéncia de produccié d’un vector amb un transgen tan gran
disminuiria significativament, sense esmentar les dificultats técniques que ens trobariem.

Per una altra part, també existeix la possibilitat d'utilitzar un altre organ com a organ productor
de la proteina. En aquest treball, tot i no trobar resultats molt positius en la produccié eficient
de L211 en fetge, si que hem reforcat la idea de que la produccié ectopica (extra-muscular) de
L211 és una estratégia correctora valida per la terapia génica en MDC1A.

A l'analitzar les bases de dades d’expressié génica GTEx i Human Protein Atlas, observem que
tant en huma com en ratoli les cél-lules d’origen mesenquimal, independent de la seva
localitzacié, son les que expressen nivells més alts de manera intrinseca de les diferents
subunitats necessaries per la produccié de L211. Aquest fet, juntament amb la capacitat de
poder modificar aquest tipus cel-lular ex vivo i realitzar una posterior infusid en el pacient, podria
representar una millora en la estratégia terapéutica que hem utilitzat en aquest treball.
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6. Conclusions

Capitol 1

- La técnica de cultiu primari de mioblastes murins que s'ha posat a punt en aquesta tesi
permet obtenir, de manera especifica i reproduible, un alt percentatge de diferenciacio,
tant a partir de teixit muscular de ratolins sense patologia com del model muri deficient
en distrofina.

- La técnica de diferenciacié d’alta densitat cel-lular modificada (HDSS) per a
mioblastes primaris humans permet aconseguir una elevada diferenciacié cel-lular de
manera cost-efectiva i reproduible, tant a partir de mioblastes primaris obtinguts de
musculs sense patologia com de biopsies obtingudes de pacients amb malalties
musculars com la Distrofia Muscular de Duchenne.

- El tractament de mioblastes primaris murins amb els farmacs amb accié read
through PTC124, RTC13 i RTC14 a les dosis i durades de tractaments avaluats en aquesta
tesi no aconsegueix elevar de manera significativa els nivells de nivells de Distrofina

- El tractament de mioblastes primaris humans diferenciats obtinguts de bidpsies de
pacients amb DMD causada per mutacions sense sentit no aconsegueix canvis
significatius en I'expressio de Disotrfina.

Capitol 2

L211rh administrada per via sistémica a ratolins Dy2j/2j és capag d’arribar a la matriu
extracel-lular dels musculs gastrocnemis de les potes posteriors formant una distribucié
pericel-lular caracteristica de les laminines.

Hi ha expressié de LAMB1 i LAMC1 a les linies cel-lulars hepatiques estudiades. LAMC1
es va expressar a hepatocits humans aillats i a organoides. En canvi, no es va observar
expressio de LAMB1 a hepatocits humans aillats, perd si es va observar expressié a
organoides hepatics. Fet que ens mostra la influéncia de les condicions externes en la
variabilitat de I'expressié de les diferents cadenes de conformen les laminines.

Els plasmids pD23-EAAT-LAMA?2 i Pd23-EAAT-LAMA2-H s’expressen correctament a
nivell de mRNA en HepG2 i AML12. Es va detectar expressié de LAMA2 a nivell proteic
intracel-lularment en les linies cel-lulars HepG2 als 7 dies després de la transfeccid.

No es van detectar nivells significatius de LAMA2 al administrar pD23-EAAT-LAMA?2 i
pD23-LAMA2-H de manera hidrodinamica a animals wt i dy?/2.

Els vectors HCA-EAAT-LAMAZ2 lot 2 i HCA-EAAT-LAMAZ2-H lot 1 expressen correctament
amb valors significativament positius el transgen LAMA2 a linies cel-lulars HepG2 en
MOIS des de 25 fins a 250.

Els vectors HCA-EAAT-LAMAZ2 lot 2 i HCA-EAAT-LAMAZ2-H lot 1 expressen correctament
el transgen de LAMA2 a 7 i 21 dies després de la seva administracid. A nivell proteic en
teixit hepatic detectem una proteina de pes molecular més baix que la L211
recombinant positiva per I'anticos L211 que té tendéncia a tenir una expressié més alta
en els animals tracats als 7 i 21 dies. Es confirma per espectrofotometria de masses que
aquesta banda podria correspondre a la L211. A nivell muscular pero, no som capagos
de detectar la proteina per cap dels lots testats.
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