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1.1 MUSCUL ESQUELETIC

El muscul esquelétic és un dels teixits més dinamics i plastics del cos. Compren el
40% del pes i conté el 50-75% de totes les proteines del cos, pel que s'encarrega del
30-50% del recanvi proteic.

Esta compost principalment per aigua (75%), proteines (20%), i la resta son sals
inorganiques, minerals, greix i carbohidrats. La massa muscular depén de I'equilibri
entre la sintesi i la degradacid de proteines i és sensible a factors nutricionals,
hormonals...”

Es un teixit que contribueix a moltes funcions corporals, com s'observa a la figura 1:
- Des del punt de vista mecanic, s'encarrega de convertir energia quimica en
energia mecanica per generar forca, mantenir la postura i produir moviment.

- Des del punt de vista metabolic, contribueix al metabolisme d'energia basal
servint de magatzem d'aminoacids i carbohidrats, a la produccié de calor per
mantenir la temperatura corporal i al consum de la major part d'oxigen durant

I'activitat fisica i I'exercici.

L'alliberament d'aminoacids del muscul contribueix al manteniment dels nivells de

glucosa en sang en condicions de fam.?

Tipus de AMecamsme

§i d'excitacio-
ibres .
/ contraccio
Estructura i Alliberament
arquitectura d‘energia

. |

Forga, poténcia,
moviment
Metabolisme

Figura 1: Funcions i influéncies principals del miscul esquelétic. Extret i adaptat de
Frontera, WR,, et. al., 2015.
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1.1.1.  Estructura basica i organitzacié del muscul esquelétic

L'arquitectura del muscul es caracteritza per un ben definit arranjament de les fibres

musculars, en el que s'anomena miofibres, i el teixit conjuntiu associat.

A nivell de tot el muscul, la mida d'un muscul és determinada majoritariament pel
numero i diametre de les fibres musculars individuals , tot i que, la infiltracié de greix i

de teixit conjuntiu alteren aquesta relacié.

Les fibres musculars son postmitotiques i multinucleades, on cada nucli controla el tipus

de proteina sintetitzada a una regio especifica de la cel-lula, els dominis nuclears.

El mudscul esta rodejat per una capa de teixit conjuntiu, anomenat epimisi. Dins d'aquest
muscul, les fibres musculars s'ordenen en paquets i aquests s'envolten per una altra capa
de teixit conjuntiu, el perimisi. Una fibra muscular Unica (que mesura 100um de diametre
i Tcm de llarg) també esta envoltada per una membrana cel-lular o sarcolemma i per un
teixit conjuntiu reticular, I'endomisi. Associades al sarcolemma hi ha un complex de
moltes proteines fisicament connectades a lI'estructura interna del miofilaments.
L'absencia o mala funcié d'una d'aquestes proteines produeix el dany del sarcolemma,

debilitat muscular i atrofia, és a dir, una patologia neuromuscular (figura 2).”

Perimisi

Endomisi

Fascicle de

Epimisi ol fibres
I musculars
Mdscul
esqueleti \ Fibra '\
muscular Sarcomer
Miofibril-la A Filament prim
* Filament
Sarcomers

Figura 2: Estructura del miscul esquelétic.
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La fibra muscular també té el seu sarcoplasma on es troben tots els organuls
citoplasmatics perd sobretot, consisteix en miofibril-les que ocupen la major part de
I'espai empenyent els nuclis cap a la periféria, que tenen un arranjament ben definit

formant bandes creuades que caracteritzen les fibres musculars.?

Les miofibril-les son miofilaments arranjats en un ordre funcional per respondre a la
contraccié amb l'ajuda de proteines del citoesquelet com la plectina, la filamina o la

distrofina. Hi ha dos tipus de miofilaments:

e Filament gruixut: consisteix en paquets de miosina unides I'una a l'altra en paral-lel
i constituint la banda A (correspon a tota la llargada del filament). La part central
de la banda A, la banda H, indica la zona on no se superposa amb el filament prim.

e Filament prim: estan compostos estructuralment per molecules d'actina col-locades
en paral-lel i formant la banda |, la zona on no hi ha superposicié amb els filaments
gruixuts. Tenen altres proteines reguladores associades com la Tropomiosina o la

Troponina, fonamentals per a la contraccio.

La miofibril-la consisteix en una alternacié de bandes A-l amb: la banda H enmig de la A,
on només hi ha filament gruixut; la semibanda A, on hi ha el complex actina-miosina; la
linia M (enmig de la banda H); on les cues de les miosines s'uneixen entre si; i la linia Z

(enmig de la linia 1), on els filaments prims dels sarcomers adjacents s'uneixen (figura 3).

El fragment de miofibril-la entre dues bandes Z és el sarcomer, la unitat funcional de la
fibra muscular. Gracies a la unio dels filaments prims dels sarcomers adjacents a nivell de
la linia Z, la contraccio dels sarcomers individuals resulta en la contraccio de tot el
muscul.* L'estabilitat i integritat del sarcomer es manté gracies a proteines del

citoesquelet com la titina i la nebulina.?

Per a que el muscul esqueletic dugui a terme la seva funcié és essencial la innervacio.
Durant el desenvolupament, una fibra és innervada per més d’'una motoneurona.
Posteriorment es produeix un canvi, passant una motoneurona a poder innervar varies

fibres, les quals tindran les mateixes caracteristiques.

L'entrenament, |'edat, les patologies, entre altres factors, canvien I'estructura i la funcid

dels elements anteriors.®
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Banda | Linia M Banda A Filament gruixut Filament prim

Impuls nervids

LiniaZ Banda H LiniaZ

Sarcomer

MUSCUL EN RELAXACIO MUSCUL EN CONTRACCIO

Figura 3: Composici6 de les miofibril-les i mecanisme de contraccié muscular.

1.1.2. Mecanisme de la contraccié muscular

La contraccid és possible gracies a la preséncia d'estructures sarcolemiques i

sarcoplasmatiques que permeten I'acoblament excitacio-contraccié.

El mecanisme basic de la contraccié és I'alliberament d'ions Ca+2 per part del reticle
sarcoplasmatic i la unié d'aquests ions a la subunitat C de la Troponina, permetent

el lliscament dels filaments prims sobre els gruixuts.

El reticle sarcoplasmatic és una modificacié de reticle endoplasmatic llis, disposat en
tubuls envoltant les miofibril-les. Es divideix en cisternes fenestrades i cisternes
terminals. Aquestes Ultimes tenen un patrd horitzontal i retenen els ions Ca+2 que
seran alliberats quan arriba un impuls nervios, fent-lo disponible per a la Troponina

c’

L'alliberament d'aquests ions és permes per unes estructures sarcolémiques, els
tubuls transversos o Tubuls T, que sén una invaginacié del sarcolemma. Tenen el rol
de conduir el potencial d'accié nerviés dins la cél-lula, estant en contacte amb les

cisternes terminals del reticle i fent que s’alliberi el Ca+2.
L'associacié entre un tubul T i dues cisternes terminals s'anomena Triada.?

Una part fonamental per la contraccié en particular i pel teixit muscular en general
son els mitocondris, que formen una xarxa tridimensional per tota la cel-lula generant

I'energia quimica requerida, ATP, quan aquest disposa d'oxigen. Aquesta energia
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quimica es convertira en energia mecanica per l'activitat ATPasa de la miosina,

permetent aixi el lliscament del filaments prims i per tant, de la contraccid.

L'acoblament d'excitacié-contraccio és una coordinacio de dos processos necessaris
per la generacid de forga, la transmissio de lI'impuls nervids a la Triada seguit de
I'alliberament de calci de les cisternes del reticle sarcoplasmatic i la interaccié entre

actina i miosina.

El potencial d'accié que arriba a la membrana de les fibres es condueix a l'interior
via el sistema Tubul T. Una subunitat sensible al voltatge dels receptors de
dihidropiridina del Tubul T s'obre i permet un corrent intern de calci, aixo
desencadena |'obertura dels receptors de rianodina de les cisternes terminals del
reticle sarcoplasmatic i allibera grans quantitats de calci al sarcoplasma. Aquest
alliberament genera que la proteina reguladora Troponina C s'uneixi a l'actina del

filament prim i desplaca la Tropomiosina, bloquejant el lloc actiu de I'actina.

Deixar accessible el lloc actiu de I'actina permet que s'hi uneixi el cap de la miosina.
L'ATP i I'ATPasa del cap de la miosina permeten el despreniment de I'actina de la
miosina i la formacié d'un nou pont. El resultat final és el lliscament dels filaments

d’actina i miosina i la generacié de forca.

Aquesta sequiencia d’esdeveniments dins de la cel-lula és modulada per molts gens,

els quals poden causar trastorns neuromusculars si es veuen alterats.."®?

1.1.3. Heterogeneitat del teixit muscular

El muscul consta d'una elevada variabilitat bioquimica, mecanica i metabolica de les
seves fibres individuals. La preséncia de diferents tipus de fibres en un mateix muscul
fa que aquest tingui una capacitat elevada d'adaptacio a diferents patrons d'activitat
imposats per les motoneurones, i permet la participacio del muscul en activitats amb
demanda metabolica i mecanica diversa. Depenent de la funcié del grup muscular i
del tipus d'activitat que duu a terme, cadascun conté una proporcio diferent de les
diferents miofibres i segons aixo, els musculs poden ser classificats com a glicolitics
(com el diafragma) o oxidatius (com el quadriceps) d’acord amb la seva composicié
10,11

en tipus de miofibres i el seu metabolisme.
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Les fibres son classificades per:

1.

2
3.
4

Color, segons el contingut de mioglobina: blanques o vermelles.

Propietats contractils de la unitat motora responent a estimuls eléctrics.
Velocitat d'escurcament durant una Unica contraccié: rapida o lenta.

Grau de fatigabilitat en una activacio sostinguda: fatigable o resistent a la
fatiga.

Predomini de determinades vies metaboliques o enzimatiques: oxidatives o
glicolitiques.

Reaccid de tincié histoenzimatica (ATPases, SDH...)

Recaptacié del calci pel reticle sarcoplasmatic: rapida o lenta.

Expressié de determinades isoformes de la miosina.’

La classificacié més coneguda seguint alguns dels criteris anteriors és:

Fibres de tipus I: sén de contraccié lenta i generen poca forca pero son molt
resistents a la fatiga, pel que son critiques per la contracci6 muscular
sostinguda. El seu metabolisme és predominantment aerobic, generant ATP
per fosforilacié oxidativa. Expressen la isoforma | de la cadena pesada de la
miosina (MHCI).

Fibres de tipus IlA: son de contraccio rapida i tenen una bona resistencia a la
fatiga, tot i que no tant com les de tipus I. Estan involucrades en activitats que
requereixen velocitat pero també forca i poténcia. La produccié d’ATP s'obté
principalment de fosforilacio oxidativa.

Fibres de tipus IIB: son anomenades 11X en humans, tenen contraccié molt
rapida i es fatiguen facilment. S'usen quan es requereix una explosié d'energia.

La via de creacio d'ATP és la glicolisi anaerobica.



Taula 1: Resum de les propietats i caracteristiques dels diferents tipus de fibres musculars

Caracteristiques Fibres tipus | Fibres tipus IIA Fibres tipus IIB
Diametre Petit Intermedi Gran
Contingut en mioglobina Alt Intermedi Baix
Capil-lars Molts Intermedi Pocs
Sistema energetic predominant Aerobic Aerobic/Anaerobic Anaerobic
Resistencia a la fatiga Alta Intermedia Baixa
Velocitat de contraccié Lenta Rapida Rapida
Potencia + ++ +++
Resisténcia +++ ++ +

1.14. Regeneracié muscular

Les miofibres madures son cel-lules plastiques que poden canviar en la mida
(atrofia/hipertrofia) i en els tipus de fibres (de rapid a lent o de lent a rapid). A més, sén
capaces de reparar danys locals amb estructures subcel-lulars especifiques, com per
exemple: les disrupcions de la membrana plasmatica induides per contraccions
musculars, sobretot les que es caracteritzen per ser mantingudes, poden ser reparades
simplement per la fusid de vesicules subsarcoléemiques. En aquest procés és essencial la

participacio de la proteina disferlina.

En aquests casos, hi ha formes de dany focal miofibril-lar que sén processos reversibles,
no causen la mort cellular i tenen lloc sense canvis histologics obvis ni respostes
inflamatories. Pero també, el muscul esquelétic dels mamifers té la capacitat de
completar un rapid i extens procés de regeneracid en resposta a dany sever, ja sigui per

un trauma directe, per defectes genétics innats, etc.

Aquest procés, en molts aspectes (pero no tots) recapitula la seqliencia d'esdeveniments

que es produeixen durant la miogénesi embrionaria."

La regeneracié muscular compta amb 3 fases ben distingides, i esta representada a la

figura 4:

1. Fase degenerativa i inflamatoria: el dany sever produeix la necrosi de fibres

musculars o de segments, que comporta la dissolucié de la membrana plasmatica i
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un increment de la permeabilitzacié de la miofibra. La disrupcié de la integritat de la
miofibra es reflecteix en un increment dels nivells en sang de cretina cinasa muscular
(CK), que normalment es troba Unicament a citosol. En humans i models animals,
s'observa un increment de CK en serum despres d'un estrés mecanic i durant el curs
de diverses patologies musculars caracteritzades per la induccio del procés

regeneratiu.

La permeabilitzacié del sarcolemma produeix un influx creixent de calci que
condueix a l'activacié de proteases depenents de calci com la calpaina. Aquestes
proteases produeixen la desintegracié rapida de miofibril-les i altres constituents
cel-lulars. La degradacié de proteines plasmatiques i I'activacié de la cascada del
complement indueixen el reclutament quimiotactic de leucocits.™

Hi ha dues poblacions de leucocits que intervenen en la regeneracid: neutrofils i

macrofags.

Els neutrofils son els primers en envair el lloc del dany, normalment son detectats a

les 24h post-dany i desapareixen després de les 36-48h post-dany. Entren al teixit

danyat per interaccié amb molecules adhesives de les cél-lules vasculars endotelials,
un procés que és mediat per la interaccié de la B-integrina dels neutrofils amb
lligands vasculars.

L'activitat fagocitica dels neutrofils implica I'alliberament d’elevades concentracions

de radicals lliures i proteases, a més de la secrecid de citocines pro inflamatories que

estimulen que acudeixin al focus de regeneracio altres poblacions de leucocits, els
macrofags.'

Els fagocits eren tradicionalment relacionat amb I'eliminacié dels residus produits

per la necrosi pero s'ha vist que tenen un rol més actiu en la regeneracio. Durant el

procés actuen dues subpoblacions de macrofags:

- La poblacio M1, els macrofags inflamatoris: son els primers en envair el teixit i
estan caracteritzats per I'expressio de CD68 a la seva superficie. La seva
concentraci6 més alta al teixit injuriat és a les 24 hores post-dany, i
s'encarreguen de secretar citocines pro inflamatories, com TNFa i IL-1B, i també

de la fagocitosi del teixit necrotic.



2.

- La segona poblacio, és la M2, els macrofags antiinflamatoris: deriven dels
anteriors, pero han fet un canvi de fenotip i expressen CD163 a la seva superficie.
Es troben majoritariament entre els 2 i 4 dies post-dany. Secreten citocines
antiinflamatories, com IL-10, que contribueixen a acabar amb la inflamacié i
alliberen factors que milloren la proliferacié del precursors miogenics, el

creixement i la diferenciacio.’®™

Fase d'activacio de céel-lules satel-lit (SC) i diferenciacio: la capacitat regenerativa esta
garantida per un mecanisme intrinsec que recupera l'aparell contractil danyat i que
esta liderat per les cél-lules mare del muscul, anomenades cel-lules satél-lit per la seva

localitzacié caracteristica. Van ser descrites per Alexander Mauro el 1961

, que les
va definir com unes cél-lules estretament associades a la periferia de les miofibres
de les granotes. Son mioblasts en estat quiescent que fallen en la fusié amb altres
mioblasts durant el desenvolupament embrionari i estan llestos per recapitular quan
la cellula multinucleada esta danyada i és necessari el creixement i la reparacié. Es
localitzen estrictament associades amb el sarcolemma, entre la lamina basal i la
membrana.’®

S'activen per estimuls fisiologics i patologics que les indueixen a proliferar de forma

rapida a partir del segon dia després del dany. Les cél-lules satél-lit presenten una

divisio asimetrica de forma que donen lloc a dues subpoblacions:

- Per un costat, genera una cellula filla que no es diferencia i es queda en forma
quiescent, el que permet mantenir el ninxol de cel-lules mare.

- | per l'altre, genera una poblacié de mioblasts que mitjancant la posterior
diferenciacio, poden fusionar-se amb fibres preexistents reparant fibres
danyades o fusionar-se entre ells per formar nous miotubs. Durant la
regeneracio, aquests miotubs expressen MHCd i altres marcadors només
presents durant el desenvolupament embrionari.""’

Les fibres de nova formacio tenen un calibre petit, un nucli central i a més, sén

basofiliques. Un cop s'han fusionat les cellules miogeniques, les miofibres

incrementen de mida i el mionucli es mou a la periféria. En condicions normals, el

muscul regenerat no es distingeix del muscul no danyat.™
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Recentment, s'ha descrit una estreta relacid de les cellules satellit i el teixit

connectiu. La seva interaccid és vital per una correcta regeneracid i per a la
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remodelacié de la matriu extracel-lular (ECM).™®°

3. Fase de maduracio de miofibres regenerants i remodelacio del muscul regenerat: un
microambient de qualitat és necessari per a una correcta recuperacié, pel que la
remodelacié del teixit connectiu de la lamina basal i I'angiogénesi defineix I'Ultim
estadi de la regeneracié.

Es produeix l'activacié de la ECM i la sobreproduccio de molts tipus de col-lagen,
fibronectina, elastina, proteoglicans i laminina que serveixen per estabilitzar el teixit
i per la formacié d'unions neuromusculars i miotendinoses. Aixd és beneficios
inicialment perque és rapid i déna forga i suport per recuperar-se del dany. Pero si
augmenta molt I'ECM, es perd la funcié muscular.

El procés de reparacio esta complet quan la miofibra danyada recupera la seva
funcionalitat i I'aparell contractil, és a dir, esta efectivament innervada.

A les dues setmanes post-dany ja comencen a veure's noves unions neuromusculars

entre els axons supervivents i les fibres regenerades.

La influéncia neural és necessaria per la Gltima fase de maduracié. '™
Degeneracio/necrosis o
Al b nflamacié -Neutrﬁf"g LM _F Eliminacic de residus cel-lulars
DANY MUSCULAR Macrotags & Produccio de dtoguines proinflamatories
. 1. [=]
Neurona de "y Cellules satellit : “1_'- Produccié de citoquines anti-inflamatories
placa motora - L Activacio de céllules satallit
= e REQENETacio ~ Activacié de céllules satéllit
Mionuclis  Einrac danyades N - Reclutament d'altres cél-lules mare
. Filbres regenerants

Maduracio/Reparacio fundonal

—imenace 1 O
I Innervacia 1

Remodelacdio
X

i i, . I
-Remodelacio matriu extracellular
- Angicgenesi

Figura 4: Regeneracié muscular. Imatge extreta i adaptada de Musaro, A. et. al,, 2014
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1.1.5. Paper de les hormones sexuals en el muascul
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El muscul esqueletic és el motor de la locomocid i juga un rol principal en el metabolisme

energetic, pel que mantenir un nivell apropiat de massa muscular i la seva funcié és critic
per la salut i la qualitat de vida. Una disminucié de la massa muscular contribueix a la
morbiditat i a mortalitat en algunes malalties.
Les hormones sistemiques, incloent les esteroidals sexuals, els factors de creixement i les
citocines pro i anti-inflamatories influeixen en la massa del teixit muscular i la seva funcio.
En general, els esteroides sexuals promouen el creixement i el manteniment de la massa
i la forca muscular i exerceixen efectes beneficiosos sobre la funcié metabolica dels
musculs i la seva reparaci6 després de les lesions.?° Aixi, els canvis fisioldgics o patologics
en els nivells circulants en sang tenen implicacions importants per a la salut tant en
homes com en dones. Tot i aix0, es produeixen:

- Diferencies substancials entre els efectes dels androgens i dels estrogens.

- Diferencies dels efectes de qualsevol classe d'esteroides sexuals en mascles

respecte les femelles.
- Diferencies en la sensibilitat d'un tipus de muscul respecte d'un altre (o fins i tot,

entre diferents cel-lules dins del mateix muscul) als androgens o als estrogens.

Esta descrit que una disminucié dels nivells circulants dels esteroides sexuals s'associa
amb una disminucié de la massa i la mida muscular, la forca i una alteracié de
I'homeostasi de la glucosa corresponent a un augment de la massa adiposa, tal i com es
veu en dones post-menopausiques, homes hipogonadals o pacients amb cancer de
prostata que reben terapia de privacié d'androgens.?’

Una deficiencia d'estrogens (el 80% dels quals es deriva de l|'aromatitzacié de la
testosterona als musculs dels mascles per mitja de l'accié de la p450 aromatasa) és
responsable de I'augment del greix corporal. A més, els baixos nivells de testosterona
provoquen una disminuci6 de la massa muscular i la forca en homes?, i la terapia de
reemplagament hormonal (HRT) de testosterona és molt eficag revertint aquests efectes.
Els efectes molt potents dels androgens sobre la massa muscular son coneguts i es
mostren clarament en homes i dones que prenen esteroides anabolitzants.

S'ha descrit que els estrogens tenen efectes positius en la funcié contractil i la proteccio

contra el dany muscular post-exercici i la inflamacio, pero I'evidéncia dels efectes positius
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en dones post-menopausiques que reben HRT és menys convincent pels seus efectes
adversos.

Tot i aixo, les seves accions es veuen potenciades per la carrega mecanica, és a dir, per
I'exercici.?® S'ha descrit una atenuacio de la resposta inflamatoria al dany post-exercici en
dones respecte els homes, aixi com també una disminucid de la susceptibilitat a |'estres
oxidatiu i I'apoptosi.?*** També s'observa aquesta atenuacié en mascles suplementats
amb 17B-Estradiol.®® A més hi ha alguns estudis que postulen que l'exercici també

produeix I'increment dels nivells d'Estradiol en plasma, aixi com els de la Testosterona.*’®

1.1.5.1. Efectes dels estrogens:

Els estrogens sén molécules de corticoesteroides de 18 carbonis secretats

primariament pels ovaris a dones i pels testicles a mascles. Estan involucrats

primariament en el desenvolupament i manteniment de la funcié sexual i reproductiva

normal pero també té un ampli rang d'efectes biologics en molts teixits:

cardiovascular, muscoesquelétic, immune i sistema nervids central. L'estrogen més

abundant és el 17B-Estradiol.

Els efectes coneguts dels estrogens son:

- Atenua la inflamaci¢ i el dany, i activa la reparacié a pell, teixit neural i teixit
hepatic.

- A muscul cardiac, llis i esqueletic té resultats protectors.

- A muscul esquelétic de rosegadors femelles i suplementats redueix el dany
miofibril-lar i la inflamacio post-dany.

- Té influéncia en els processos de reparacio a través de I'activacio i la proliferacid

de cel-lules satellit.

Es coneixen els efectes perd no se sap ben bé per quins mecanismes ho fa.

1.1.5.2. Estrogens i dany muscular, inflamacié i reparacioé:

A continuacié es descriuen les troballes de l'efecte dels estrogens en diferents

aspectes de la regeneracié muscular.
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index de dany muscular: molts estudis en animals han demostrat que els
estrogens poden atenuar alguns index de disrupcié de membrana i dany.

Un dels marcadors més comuns de disrupcié de la membrana és |'aparicié de la
proteina muscular creatina kinasa (CK) al corrent sanguini i els seus nivells sén
més alts en mascles que en femelles després d'una lesid, efecte que s'atribueix
als estrogens.?

Pot ser que disminueixin els nivells per I'accio dels estrogens com estabilitzadors
de membrana.

També hi ha un altre marcador indirecte del dany, l'activitat de I'enzim lisosomal
intramuscular B-glucuronidasa, que es troba més elevat a mascles que a femelles

després de I'exercici.*

Infiltracié de leucocits i inflamacié: un estudi de I'any 1999 ja reporta que les rates
femelles tenen una atenuacié de la infiltracié de neutrofils 24 hores post-exercici
i que al suplementar els mascles amb estrogens s'obté la mateixa resposta.®’ En
un altre treball publicat el mateix any, descriuen un retard en la infiltracio de
macrofags en les femelles respecte els mascles (del 5¢ al 7e dia post-exercici).
També es redueix la infiltraci6 de macrofags M1, els pro-inflamatoris, quan es
produeix una suplementacié estrogénica.*

Els estrogens fan la seva funcio tant per mecanismes mediats pels seus receptors
com sense ells, ja que també esta demostrat que inhibeixen la inflamaci¢ i
acceleren la reparacio en altres teixits (fetge i teixit nervios).

A muscul esqueletic de mamifers s'hi expressen ERat i ERB, que regulen diverses
vies de senyalitzacio intracel-lular incloent la via PI3K/Akt que estimula la sintesi

proteica i el creixement muscular.®

Reparacio muscular i regeneracio. Rol de les cel-lules satel-lit: diversos estudis han
estat adrecats a definir la relacié dels estrogens en la regeneracid i més
concretament amb les cél-lules satel-lit. Un d'ells reporta que les dones tenen un
increment de les cel-lules satellit més alt que els homes despres de 9 setmanes
post entrenament de resisténcia.>* A més, en un estudi realitzat en ratolins mdx,

van trobar que les femelles tenen menys dany, menys focus de necrosi, menys
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acumul de col-lagen i més miofibres positives per cel-lules satel-lit. També troben
un augment de les tres poblacions de cel-lules satel-lit: les quiescents (Pax7+), les
activades (Pax7+ i MyoD+) i les proliferants, respecte als mascles. Aquestes
diferencies desapareixen en femelles ovariectomitzades o a partir de la
menopausa. *°

Els receptors d'estrogens tenen un rol important augmentant I'activacio i la
proliferacié de les cel-lules mare del muscul. Bloquejar ERa elimina els efectes de
I'exercici i de I'estrogen sobre les tres poblacions de cél-lules satéllit.3**” De fet,
el ratoli knockout per ERa presenta una disminucié de la regeneracié muscular i

un augment de fibres petites i de nucli central.®

1.2 LES MALALTIES NEUROMUSCULARS

Els trastorns neuromusculars (NMD, de I'anglés Neuromuscular Disorders) son un grup
heterogeni de malalties que afecten el muscul i/o el sistema nervios periferic i en les que
es veu perjudicada la funcié dels musculs. Com a resultat, la capacitat de realitzar
moviments voluntaris es veu compromesa. Alguns NMD sén adquirits pero la immensa
majoria son causats per defectes genetics i varien segons les seves caracteristiques, com
el patré d'herencia, I'origen de la mutacio genetica, la incidencia, els simptomes, I'edat a
I'inici, la taxa de progressio i el pronostic. Es tracta de pacients molt complexes pel que
un enfocament integrat i multidisciplinari per a la seva gestio és essencial i es precisa de
la participacié d'especialistes en neurologia, rehabilitacié, reumatologia, immunologia,
cardiologia, pneumologia...

Els NMD es poden classificar en quatre categories segons el lloc de la disfuncio i les seves
caracteristiques més comunes:

1) Trastorns de la neurona motora: sén trastorns que es caracteritzen per debilitat i
atrofia muscular progressives degut a que les neurones motores del tronc encefalic
(superiors) i la medulla espinal (inferiors) es deterioren o moren. Sén trastorns
heterogenis que es poden heretar i/o adquirir, i les malalties més conegudes sén

I'Esclerosi Lateral Amiotrofica (ALS) i I'Atrofia Muscular Espinal (SMA).
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2) Trastorns causats per defectes primaris del muscul: en els quals el defecte genétic

es troba en gens que codifiquen per proteines estructurals o enzimatiques propies
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del muscul. Dins d'aquest grup les més conegudes son:

- Distrofia Muscular de Duchenne i Becker: probablement la més coneguda i de
la que parlarem en el proxim apartat de la introduccid.

- Distrofies musculars congenites (CMD): tenen una manifestacié clinica des del
naixement o en els primers mesos de vida i cursen amb hipotonia, debilitat
dels musculs de les extremitats i el tronc. Histologicament es caracteritzen per
necrosis i regeneracio de les fibres i reemplacament per teixit adipds o
connectiu.

- Distrofies musculars de cintures (LGMD): es caracteritza per afectar els musculs
que es troben situats proxims a malucs i espatlles, ocasionant debilitat dels
mateixos. La malaltia té caracter progressiu i tendeix a empitjorar amb el pas
del temps, provocant disminucié de volum i forca muscular.

- Miopatia distal: afectacié predominant a la musculatura distal d'extremitats
inferiors. SOn progressives amb afectacio dels musculs ascendent pero amb un
ritme d'evolucié moderat.

- Miopaties congenites (CM): es produeixen per un defecte en el
desenvolupament del mduscul, el qual produeix unes alteracions
caracteristiques a la biopsia muscular, especifiques de cadascun dels tipus de
miopatia. Se solen diagnosticar poc desprées del naixement a I'observar que el
nado es mou poc, esta debil i adopta posicions anormals o no s'alimenta
correctament.

3) Trastorns de la unid neuromuscular: es produeixen per una transmissio
neuromuscular deteriorada que condueix a una debilitat muscular fluctuant. La
majoria son adquirits, causats per una desregulacié autoimmunitaria (Miasténia
gravis) o amb causa genetica (Miasténia congenita). Estan caracteritzats per
simptomes que apareixen generalment durant la infancia, pero en alguns casos
poden manifestar-se a I'edat adulta o prenatal, com sén la fatiga generalitzada i la

debilitat muscular relativament estable i duradora, sobretot associada a |'exercici.

27



4) Trastorns del nervi periferic: normalment poden afectar nervis sensitius i/o

motors i la seva simptomatologia depen del tipus de nervi afectat. Si es
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compromet un nervi motor es manifesta com a debilitat i atrofia progressiva, i
si s'afecta un nervi sensitiu, es pot manifestar per alteracions de la percepcio
del dolor, sensibilitat.. Inclouen: les neuropaties neuronals sensorials i
autonomiques (CMT, de l'anglés Charcot-Marie-Tooth), les neuropaties
sensorials autonomiques hereditaries (HSN, de I'anglés Heredlitary Sensory &
Autonomic Neuropathy) i les neuropaties focals hereditaries (HNA, de I'angles

Heredlitary neuralgic amyotrophy).

Taula 2: Tipus de trastorns neuromusculars i la seva presentacio6 clinica més comuna.

Neurona Motora Nervi Periféric Unié neuromuscular Muiscul
Malalties més | Esclerosi Lateral Meuropaties neuronals Miasténies Micpaties congénites,
conegudes Armiotrofica (ALS), Atrofia sensorials | autondmigues congenites i Distrofies musculars
Muscular Espinal [AME]), (CPAT), Neuropaties sensorials Miasténies gravis congénites, Distrofies
Charcot-Marie Tooth... autonomigues hereditaries musculars (DMD o BMD),
(HSM) i Meuropaties focals Micpaties distals...
hereditaries .
Presentacid Paralisi flaccida, Debilitat distal, Debilitat progressiva, ~ Debilitat proximal,
clinica/ Hipotonia, Hipotonia, Fatigabilitat, Hipotonia,
diagnostic Hiporreflexia, Hiporreflexia, Hipotonia, Sensacid: normal,
diferencial Sensacio anormal, Sensacio anormal, Distrés respiratori, EMG: anormal,
EMIG: variable, Alteracia percepcid del dolor, Ptosis, Mivells de CKs en sang
Conduccio nerviosa: sensibilitat... EMG: normal o elevats,
normal Histaria familiar positiva o variable MRI de cos sencer amb
negativa patrons especifics

Conduccid nerviosa: anormal

Els majors avengos en els NMD en els uUltims 25 anys han estat en el desenvolupament
de tecniques pel diagnostic genetic i la identificaci6 de molts gens mutats implicats en
I'aparicio de NMD. Gracies a aix0, hi ha hagut una millora en la gestio de simptomes i
complicacions mitjangant I'Us de fisioterapia, ventilacid nocturna, assistencia i control de
futures complicacions (en alguns dels NMD esta associada una complicacié cardiaca i
fins i tot, morts sobtades). Tot aixo ha augmentat significativament I'esperanca i la

qualitat de vida dels pacients amb una malaltia neuromuscular.®**
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Els NMD son malalties amb wuna elevada
heterogeneitat genica, ja que diversos gens poden
estar relacionats amb un subtipus de patologia en
concret, pero a I'hora un mateix gen pot estar
causant diverses manifestacions fenotipiques, i a
més, amb un tipus d’heréncia molt variable. La
“Neuromuscular  Disorders”

revista publica

anualment, i té una versid6 en linia

(http://www.musclegenetable.org/), una taula dels

gens coneguts i els loci associats amb gens encara
no identificats. A la taula 1, es presenten el nUmero
de gens descrits en l'actualitat associats a cada

tipus de NMD.*

1.2.1 Diagnostic dels NMD

Taula 3: Tipus de trastorns neuromusculars i
ndmero de gens associats.

TIPUS DE NMD

DISTROFIES MUSCULARS
DISTROFIES MUSCULARS
CONGENITES

MIOPATIES CONGENITES
MIOPATIES DISTALS

ALTRES MIOPATIES
SINDROMES MIOTONICS
MALALTIES MUSCULARS PER
CANALS IONICS
HIPERTERMIA MALIGNA
MIOPATIA METABOLICA
CARDIOMIOPATIES
HEREDITARIES

SINDROMES MIASTENIA
CONGENITA

TRASTORN DE LA
MOTONEURONA

ATAXIES HEREDITARIES
NEUROPATIES HEREDITARIES
SENSITIVOMOTORES
PARAPLEGIES HEREDITARIES
ALTRES NMD

NUMERO DE
GENS/LOCI
ASSOCIATS
45
34

32

16

24

13

28

107

28

58

51

58
34

Avui en dia, el diagnostic dels trastorns neuromusculars necessita de la combinacié de

una gran varietat d'especialitats. El primer pas i probablement el més important, és

I'avaluacié per part d’'un clinic que determina la primera impressié del fenotip clinic del

pacient, aixi com I'abast de I'afectacio i un patré de debilitat muscular que el condueixi

cap a un tipus de NMD especifica. El seglent pas és aplicar les técniques de laboratori

que permetin afegir més dades al diagnostic, com és el cas d'avaluar un possible

increment dels nivells de creatina quinasa (CKs) en sang, uns canvis especifics en les
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propietats del muscul i/o del nervi per mitja de I'estudi d’electromiografia (EMG). Cada
cop més, es fa servir també la ressonancia magnetica de cos sencer (MRI, de I'anglés
Magnetic resonance imaging) per establir el patré d'afectacié muscular, ja que s'ha
observat un patr6 d'afectacié de determinats musculs i preservacioé d'altres associat a
gens especifics® A més, extensos estudis en bidpsia muscular, incloent
immunohistoquimica i immunoblot, son essencials per delinear les opcions del
diagnostic i decantar la decisio pel proxim pas, escollir un test genétic adient que ens

permeti trobar la causa de la patologia.

1.2.1.1 Diagnostic genetic: tecniques de sequienciacio d'Ultima generacio (NGS).
Els trastorns neuromusculars presenten:
- Un elevat nimero de gens identificats.
- Un alt nivell d’heterogeneitat geénica i fenotipica: molts gens associats a una
patologia concreta pero també diverses patologies associades al mateix gen.
- Una elevada complexitat perquée les proteines associades solen ser les més grans
de totes les proteines humanes, i també, per tant, dels gens més grans del genoma.
- Un gran nimero de mutacions diferents, des de mutacions puntuals fins a grans
delecions o rearranjaments cromosomics. Pel que es fa necessari I'Us de moltes
tecniques diferents (array-CGH, long-range PCR, MLPA, PCR i seqlienciacié

tradicional Sange, per exemple).

Aquestes Ultimes tecniques eren les Uniques de les que es disposava en el passat, pero
es quedava un elevat percentatge de pacients sense coneéixer la causa genetica, cosa que
induia a pensar en l'existencia de gens encara no identificats. Gracies a I'aparicié de les
tecniques de seqlenciacio massiva (NGS, de I'angles Next Generation Sequencing), cada
any es descriuen un bon nimero de gens associats a NMD. Aquestes tecniques permeten
una aproximacio a la causa genética molt més rapida, senzilla i barata que la sequienciacio
gen per gen.*®4’
Existeixen tres estrategies d'NGS a escollir:

- Panells de gens o regions d'interes: actualment és la més utilitzada i atil pel

diagnostic de NMD. Permet la sequienciacié orientada de regions o gens que

poden anar des d'un fins a molts d’ells. Aquesta tecnica permet I'analisi dels exons
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d'interes reduint molt el cost, el temps de resposta i els conflictes etics que

comporten les troballes accidentals de la resta d'estrategies. Existeixen panells d'un
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sol gen (com per la seqlenciacio del gen dma, causant de la Distrofia Muscular de
Duchenne), panells mitjans (amb tots els gens associats a un fenotip en particular,
de 12 a 56 gens) i panells més extensos (en els que s'inclouen tots els gens
rellevants per NMD més els gens amb alt potencial de ser candidats o fins i tot,
tots els gens descrits associats a una malaltia mendeliana).

- Sequenciacié de tot I'exoma (WES, de l'angles Whole Exome Sequencing): és la
seqiienciacié de tots els exons dels gens, el que correspon al 2% del genoma. Es
I'estratégia més utilitzada per a la recerca ja que permet el descobriment de nous
gens pero a I'hora permet fer un analisi pels gens candidats i poder diagnosticar
aixi als pacients. El rendiment d'aquest test ha millorat moltissim pero la cobertura
mitja segueix sent més baixa que amb els panells i els costos son majors. Realitzar
la tecnica en el trio (el proband afecte i els dos progenitors) augmenta molt la taxa
de deteccid i la precisié.

- Sequenciacio de tot el genoma (WGS, de I'angles Whole Genome Sequencing): és
la sequienciacié de tot el genoma huma. Acabara sent la prova genética Unica i
complerta perque tens tota la informacio disponible provinent del genoma. Té una
cobertura més homogenia i permet la deteccié de reordenaments estructurals ja
que la preparacio de les mostres no esta predisposada per les diferencies en la
captura, i els artefactes degut a la PCR es poden evitar amb protocols lliures de
PCR. Encara no s'utilitza pel diagnostic per I'elevat cost i per les dificultats en la

interpretacio de les troballes.

En aquest dos ultims casos s'ha d’establir unes bases etiques que ens permetin decidir
que fer amb les troballes accidentals que no tenen res a veure amb el fenotip d'estudi.
Escollir bé una d'aquestes estratégies ens assegurara una possibilitat d'exit en el

diagnostic, més alta.3*®
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1.3 LA DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE

La Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) és una malaltia neuromuscular lligada al
cromosoma X i la distrofia muscular més comuna entre els nens, amb una incidencia d'un
entre 3.600-6.000 dels nens nascuts.* Va ser descrita per Guillaume Benjamin Duchenne
el 1861.

La causa de la patologia és una mutacié al gen dmd, el qual codifica per la proteina
distrofina. Com a resultat es produeix una disrupcié de la pauta de lectura i una absencia
de distrofina. Si la mutacié no altera la pauta de lectura, hi ha una distrofia només parcial

i un fenotip més lleu, el que es coneix com a Distrofia Muscular de Becker (BMD).>"

1.3.1. Aspectes clinics

Els simptomes tipics de la malaltia apareixen entre els 2 i els 5 anys d'edat i es presenten
en forma de retras en el desenvolupament motor del nen, debilitat muscular que
comenca per la zona proximal de les extremitats inferiors i dificultat per la deglucio.
Solen caure forcga sovint i els hi costa molt aixecar-se del terra. També poden presentar
problemes cognitius lleus, especialment en el llenguatge, pero la discapacitat
intel-lectual és estatica i no correlaciona amb la debilitat de cada nen. En alguns casos,
la discapacitat cognitiva pot ser més evident.

El curs de la malaltia és previsible, tot i les possibles diferéncies individuals. Durant els
dos primers anys de vida, els nens pateixen un retard en les funcions motores, un
increment important dels nivells de CK en sérum i un augment associat de les
transaminases. Després les manifestacions cliniques van apareixen pero encara van
assolint habilitats i millorant la funcié motora fins als 6-7 anys, quan es produeix una
fase d'estabilitzacié d'1 a 2 anys. A partir de llavors, la debilitat és progressiva i és més
evident la degeneracid, provocant que els afectats perdin la capacitat de caminar cap
als 12 anys (o una mica més tard si segueixen el tractament amb glucocorticoides) i
hagin d'utilitzar una cadira de rodes. Durant el progrés de la malaltia també apareixen
complicacions cardiaques i molt sovint, entre la vintena i la trentena d'edat, els afectats
moren. La major causa de mortalitat és una insuficiencia respiratoria cronica perque en
aquest periode, la capacitat vital forcada disminueix, el diafragma es debilita i la

capacitat toracica es veu reduida.>*>>
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1.3.2 Distrofina

El gen de la distrofina es troba situat al bra¢ curt del cromosoma X (Xp21.1), és el gen

més gran de tots els que s'han identificat fins al moment i presenta 79 exons. L'ARNm

transcrit esta expressat predominantment en tot muscul llis, esqueletic i cardiac i, en

menor mesura, en el cervel

|56

Aquest gen codifica per la distrofina, una proteina de 427 KDa composta per 3.685

aminoacids i que compta amb 4 dominis estructurals importants (figura 6):

e El domini NHy-terminal d'unié a l'actina: s'uneix directament a l'actina del
citoesquelet. Es aixi com la distrofina es connecta a la xarxa d‘actina
subsarcolemica.

e Domini central: conté 24 repeticions d'espectrina que adopten una conformacié
de triple heélix, proveint a la proteina d'una estructura de vareta flexible. Aquest
domini interacciona amb un elevat nombre de proteines, com el filaments
intermedis, els microtubuls i fosfolipids de membrana entre d'altres.

e Domini ric en cisteina: esta compost d'un domini WW, dos motius £F-handsi un
domini ZZ. Permet la unié de distrofina amb B-distroglicans, plectines, anquirines
i sinemines.

e El domini COOH-terminal: és el lloc d'unié per la sintrofina i la distrobrevina.*’

Domini N- [::Mini 5 Domini C-

terminal Domini Central de repeticions d'Espectrina cisteines terminal

> Lipids de Lipidsde ceeee I > Microtabuls B-distroglica,
""" membran membrana et
! : ini PAR-15 F-Actin ElcEtlng
F-Acting e ee e > e 5.H|':mll‘.\ dels
Querating 19 dels filaments  ____ ad >
filaments intermedis Sinemina dels nKOS l:'tc”_“fd"" Distrobrevina
fitaments intermedis i Sintrofina
................... )
Miosprina

Figura 6: Principals dominis i llocs d'unié de la distrofina. Extreta i adaptada de Le Rumeur,E. et. al, 2015.
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Tot i que aquesta és la proteina convencional, existeixen varies isoformes (figura 7)

degut a la preséncia de varis promotors alternatius.
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| IR |

Figura 7: Isoformes i promotors alternatius del gen de la distrofina. Cadascuna d'aquestes
isoformes té una expressid especifica, havent 3 promotors especifics per la forma complerta
(de 427kDa) expressant-se a cervell, muscul i cél-lules de Purkinje. Les isoformes més petites
sén: Dp260 (a retina), Dp140 (a cervell), Dp116 (a Cél-lules d’'Schwann) Dp71 (amb una
expressié més ubiqua) i del mateix promotor sorgeix Dp40 (amb expressid exclusiva a cervell).
Extreta de McGreevy, J,, et. al., 2015.

El complex associat a la distrofina (DPC, de I'angles Dystrophin-associated complex)
esta compost per la distrofina i totes les proteines que s'hi associen. Els components
d'aquest complex poden ser dividits en tres grups depenent de la seva localitzacio a
la cél-lula: extracel-lulars, transmembranals i citoplasmatics (figura 8).

Es creu que al teixit muscular el DPC té la funcié d'estabilitzar el sarcolemma per mitja
de la unio6 del citoesquelet amb la lamina basal. A més a més, s'ha descobert que el

DPC també es troba implicat en vies de

Laminin

senyalitzacio, és necessari pels neurotransmissors X

i ajuda a mantenir 'homeostasi del calci.®®>°

Figura 8: Complex de proteins associades a la
distrofina (DPC). Esta format per una part extracel-lular
composta per l'a-distroglica (aDG), les proteines B-
distroglica, sarcoglicans (o,B, y i 6) i el sarcospa donen
lloc al domini transmembrana; i a més, el DPC pot unir
a la seva part citoplasmatica quatre sintrofines (a1 i/o
B1) que a la seva vegada recluta molécules com nNOs
o a-Distrobrevina. A totes elles s'uneix la distrofina.
Imatge extreta de Pilgram, G.S.K, et. al. 2009.

35



O
O
O
>
a
@)
oz
i——
Z

Existeix una proteina similar a la distrofina, anomenada utrofina. La seva massa
molecular és de 395kDa i esta codificada per un gen localitzat al cromosoma 6 en els
humans i en el 10, en els ratolins. Probablement, la utrofina i la distrofina sén paralogs
que van ser creats gracies a una duplicacié a principis de |'evoluci6 dels vertebrats, i
tenen una identitat del 80%. La principal diferéncia entre la distrofina i la utrofina és
que la utrofina esta més extensament expressada en els teixits d'un adult sa. S'expressa
a muscul llis, esqueletic i cardiac pero també a endotelis vasculars, cel-lules glials de la

retina, plaquetes... En muscul d'adult sa, aquesta proteina es localitza a les crestes de

DAPI Distrofina Utrofina Merge

Muscul control

Muscul DMD

Figura 9: Expressi6 d'utrofina en muscul sa i distrofic. Immunohistofluorescéncia per visualitzar distrofina
i utrofina en muscul huma extret de controls sans i en miscul de pacient amb Distrofia Muscular de
Duchenne.

les unions neuromusculars i miotendinoses, pero durant el desenvolupament, després

d'una lesio i en alguns trastorns neuromusculars, es troba al llarg del sarcolemma.

També es troba compensant la falta de distrofina.®

1.3.3 Canvis en abseéencia de distrofina

En musculs en condicions normals, el citoesquelet d'actina de la membrana s'acobla al
sarcolemma a través de la distrofina i el complex DPC. Quan hi ha abséncia de
distrofina, com en els DMD, el sarcolemma és menys estable, es produeix una disrupcié
i s'incrementa la permeabilitat de la membrana.®’ A més, I'expressié d'altres proteines
del DPC també es redueix en els musculs deficients en distrofina perque la presencia

de la distrofina és necessaria per |'estabilitat del complex, empitjorant aixi I'alteracio de
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la membrana. En particular, els nivells de mRNA i proteina de I'enzim nNOS es redueix

a un 80%.%
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Degut a aquesta disrupcié de la membrana i I'increment de la seva permeabilitat, els
enzims com les CKs es filtren des de la cellula, fent que els niviells en sang siguin alts.
La CK és un enzim que catalitza la transformacié de creatina a fosfocreatina, i es troba
predominantment al muscul esqueletic. Per aixo, la deteccié d'alts nivells de CK a la
sang és un marcador de dany muscular i de distrofies musculars com DMD, en que els
nivells poden arribar a 50 a 100 vegades el nivell normal.*

Un altre esdeveniment patologic observat en I'absencia de distrofina és I'increment de
la concentracié d'ions calci intracel-lular ([Ca?*]5). Es un succés primerenc que condueix
a la proteolisi per mitja de I'activacié de calpaines i més tard, a apoptosi i necrosi. El

>*liincrementa encara no esta clar perd sembla que involucra

procés pel qual el [Ca
fluxos de calci trans-sarcolémics. Els canals TRP soén un tipus de canals de Ca®*
mecanosensibles independents del voltatge, els quals presenten una sobreexpressio
en les fibres de muscul distrofic, incrementant l'influx de Ca®* cap a l'interior de la
cél-lula. A més d'aquests canals, Orail i STIM1 també veuen incrementada la seva
expressié i els canals sarcolémics NCX reverteixen el seu influx.®

A més del flux de Ca** des de I'exterior, s'han observat alteracions en els transportadors
del reticle sarcoplasmatic. Ryr1 és un canal que treu Ca®* del RS i que pot patir una
elevada S-nitrosilacio als residus de cisteines, causant una deplecié de la seva unitat
estabilitzadora, la calstabinal. Aquestes dues alteracions duen a un error de
funcionament de Ryr1 fent que alliberi Ca®* al citosol, contribuint a I'augment. L'altre
transportador de calci al RS és SERCA, un transportador depenent d’ATP que entren els
ions al lumen del RS. El SERCA té dues isoformes al muscul esquelétic adult, SERCA1a i
SERCA1b, i son diferencialment expressats depenent del tipus de fibra muscular. En

muscul distrofic, hi ha una reduccié de I'activitat dels SERCA, amb el que menys Ca**

entra al lumen del RS.
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Figura 10: Vies involucrades en I'homedstasi del calci al muscul esquelétic i que estan alterades en
DMD.

Hi ha 4 fenomens pels qual augmenta el [Ca%*]i: (1) Per la disrupcié de la membrana el Ca*? entra
directament a la cél-lula. (2) Es produeix una sobreactivacié de Ryr1, que produeix un alliberament
de Ca*? des del SR al citoplasma. (3) La translocacié d'STIM1 a prop de la membrana plasmatica,
active Orail que permet un flux de Ca*? cap a dins del cytosol. (4) Sobreexpressié dels canals TRP de

la membrana a DMD, incrementant el [Ca2+]i. Imatge extreta de Miyatake, S., et. al., 2016.

Tots aquests fendmens incrementen la [Ca®*], causant una activacié de les proteases
activables per calci, les calpaines. Molts estudis han demostrat un increment de
I'activitat d'aquests enzims a les fibres distrofiques i que I'expressié de I'inhibidor
endogen de les calpaines, la calpastatina, millora alguns trets del DMD. Quan les
calpaines s'activen, es produeix una rapida proteolisi que duu a l'apoptosi i la necrosi
de les fibres. A més, la formaci6 d'espeécies reactives d'oxigen (ROS) també contribueix
a la mort cel-lular.%

Els musculs dels pacients amb DMD també tenen la capacitat de regenerar post-lesio
perd presenten un deteriorament de la regeneracié muscular®. Com a consequiéncia
d'aquesta regeneracio alterada, les miofibres pateixen cicles de necrosi-regeneracié
fins que es depleciona la capacitat regenerativa del muscul, i la massa muscular es veu
reemplacada per teixit connectiu i adipos. Aquest procés s'anomena fibrosi i consisteix
en la deposicié aberrant de components de la matriu extracel-lular (ECM).%> En DMD,
quan aixo passa, s'altera la funcié del muscul i hi ha menys muscul disponible per a

potencials tractaments.
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Figura 11: Consequéncies de |'abséncia de Distrofina en el miscul de pacients amb Distrofia Muscular
de Duchenne.

1.3.4 Models experimentals de DMD

Tenir models animals de les malalties a estudiar és basic per entendre la fisiopatologia
i provar noves terapies. Pel que per la Distrofia Muscular de Duchenne existeixen un
gran nombre de models experimentals, es creu que més de 60, que van des de

organismes cellulars fins a primats no-humans.®*¢’

1.3.4.1 Models de cél-lules mare

Encara que les cel-lules mare embrionaries i les iPSCs amb mutacions a dmd han estat
utilitzades per estudiar la patologia del muscul esqueletic i cardiac i I'eficacia dels
farmacs, el focus s'ha centrat en crear el model per la cardiomiopatia. S'ha observat
que els cardiomiocits derivats d'iPSCs proveeixen una alternativa millor al ratoli mdx ja
que aquest desenvolupa una malaltia més lleu, i més tard en la seva vida. A més el cor

dels ratolins divergeix fisiologicament del cor huma.

Utilitzar cel-lules mare és una eina molt més accessible per testar tots els farmacs i
sobretot, de cara a la terapia genica ja que poden ser alterades utilitzant CRISPR/Cas9
modificant aixi la mutacio. Aixo proporciona un control isogenic en el qual I'Unica

diferéncia entre les 2 poblacions cel-lulars és la seqiiéncia genética corregida.®®
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1.3.4.2 Models animals no-mamifers

El gen dmd és un element altament conservat durant I'evolucié i que presenta

homolegs a vertebrats i invertebrats. Tot i que els invertebrats presenten una

musculatura i una manifestacié de la patologia diferent, el seu Us en experimentacio té

avantatges com la seva simplicitat o que sén facils de manipular genéticament.®® Hi ha

tres models més comuns:

a)

o)

40

El peix zebra (Danio rerio) que té un desenvolupament rapid i els seus embrions
son translicids en la seva capa externa, pel que es veu facilment la manipulacio
que s'hi realitzi. Tenen moltes proteines del complex DPC i la seva localitzacié de
membrana és la mateixa que als humans, cosa que els fa més aptes per I'estudi.
Un peix zebra deficient en distrofina creat per eliminacié del gen presenta una
extensa degeneracid i necrosis muscular, fibrosis, inflamacio, activacio de les
cel-lules satéel it i variacio del diametre de les fibres. Actualment s'utilitzen per les
terapies d'exon-skipping i demostren que es necessiten nivells del 20-30% per
recuperar el fenotip.®®"°

Els nematodes Caenorhabditis elegants tenen els avantatges de que soén
geneticament molt manipulables i creixen i es reprodueixen massivament i
facilment. Expressen un homoleg de la distrofina, Dys1 i si se li afegeix el gen
MyoD mutat es pot observar un deteriorament de la locomoci6. Els nematodes
afectes tenen una degeneracioé generalitzada dels musculs de la paret corporal,
pero la seva estructura és dramaticament diferent de la dels mamifers ja que les
seves fibres no es fusionen i son incapaces de regenerar. S'han utilitzat per provar
molts compostos, com la Prednisona que aconsegueix reduir el nimero de fibres
degeneratives un 40%.%""

El model de Drosophila melanogaster és Util perque es genera en poc temps i té
molta progénie cada cop que es reprodueix, presenta una morfologia simple i té
el pla del cos segmentat. També presenta la majoria dels components del
complex DPC, pel que resulta util per veure i estudiar la degeneracid ja que al no

tenir cél-lules satéllit, no regeneren.®?



1.3.4.3 Models de rosegadors

a) Models de ratoli: el model muri ha estat amb diferéncia el més utilitzat per I'estudi
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de la DMD. Existeixen diverses soques de ratolins amb mutacions al gen de la
distrofina, de les quals la més estudiada i utilitzada és el ratoli amb Distrofia

Muscular lligada a I'X (mdl).

Va ser descobert per casualitat I'any 1984 per investigadors que buscaven mutants
pels enzims de la glicolisi. Van trobar un mutant de la soca C57BL/10 ScSn que
presentava alts nivells plasmatics de CK muscular i amb un estudi més detallat es
van adonar que semblava tenir una distrofia muscular amb un patré d’heréncia
lligada al cromosoma X. Aquests ratolins presenten, de forma espontania, una
mutacié que crea un codd stop a I'ex6 23 del gen, la qual comporta una manca
total de distrofina muscular.” Igual que en els pacients amb DMD, els ratolins madx
presenten lesions musculars i necrosi, i uns nivells plasmatics de CK forca elevats.
Malgrat les similituds genetiques, histologiques i bioquimiques entre el ratoli max
i els pacients amb DMD, la clinica de la malaltia és menys severa en |I'mdyx que en
I'huma. A diferéncia dels humans, el ratoli mdx té una esperanca de vida gairebé
igual que un ratoli de la soca C57BL/10 ScSn, només disminueix un 25%, i presenta
una debilitat muscular lleu. La patologia muscular de la malaltia és practicament
absent durant els primers 15 dies de vida i la necrosi s'activa i esta en el seu punt
maxim entre la tercera i la vuitena setmana de vida.®® A partir d’aquesta edat no
tots els autors estan d'acord amb el que succeeix al muscul, alguns postulen que
la necrosi desapareix i d'altres, que la necrosi no desapareix sind que es manté en

uns nivells més baixos.

Alguns autors han suggerit que les diferencies en el curs de la malaltia entre el
ratoli i I'hnuma sén degudes a que el ratoli presenta una capacitat regenerativa
major, pero posteriorment en alguns estudis s'ha posat en dubte aquesta hipotesi.
A més, existeix una heterogeneitat respecte a I'afectacié patologica entre els
diferents musculs, s’ha vist que alguns musculs no pateixen gairebé necrosi i, en

canvi, d'altres (com el diafragma) tenen una patologia més greu.

Es per aix0 que en molts estudis s'utilitza I'exercici com a mecanisme de

potenciacid de la patologia, augmentant el dany muscular i els cicles de necrosi-
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regeneracio, a fi de fer més evident les diferencies fenotipiques del ratoli distrofic.

Al'hora, la realitzacio de diferents tests funcionals ens permet avaluar el rendiment

dels animals al llarg del testeig de possibles tractaments.”"

B
Mascles 1 mes Proteina Distrofina, 427kDa

ABD1 ABD2

Figura 12: (A) Diferéncies entre els ratolins de la soca C57BL/10 ScSn, els mdx (cap diferencia
fenotipica) i els doble knockout dko (molt més petits i amb esperanca de vida molt més curta. (B)
Dominis de la proteina Distrofina i posicions de les mutacions de les soques conegudes de ratolins.
Imatge extreta i adapada de McGreevy, J., et. al., 2015,

També s’ha descrit que I'estabilitat del muscul en el ratoli mdx és atribuible a un
increment de I'expressio de la utrofina. En el ratoli madx sovint es detecta utrofina
a les membranes de fibres regeneratives. Aquest possible paper de la utrofina
afavorint un curs mes lleu de la malaltia del ratoli mdx ve recolzat pels resultats
obtinguts en el creuament del ratoli knockout d'utrofina amb el ratoli mdx
(mdx/utr”), en el que s'observa una patologia més greu i semblant a la DMD i una
reduccié drastica de I'esperanca de vida.®*’®"" Tot i aixo, els ratolins de la soca
max/utr”” sén dificils i costosos de mantenir i per aixd s'investiga principalment

amb la soca madkx.

També existeixen altres soques madx amb mutacions a altres posicions del gen o
amb ratolins knockout per altres gens. Pero segones mutacions introduides per
reduir els mecanismes compensatoris, humanitzar els ratolins, reduir la regeneracio
muscular i mutar gens involucrats al citoesquelet de la matriu extracel-lular els fa
diferents al que tenen els pacients amb DMD i fa més dificil la interpretacio de la

patologia.”®

El ratoli mdx és el model muri més utilitzat i és util per I'estudi de la patogenesi i

les seves modificacions perd no per veure la resposta a vectors virals de terapia

génica.%®
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b) Models de rata: hi ha dues soques de rates amb fenotip distrofic, una d'elles

presenta delecions de I'ex6 31 16 0 a I'exd 23 que els hi causen nivells indetectables
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de distrofina. El model amb delecié de I'ex6 23 mostra una mionecrosi i una

regeneracio progressiva amb reemplagament de teixit fibrotic i adipds.

S6n un bon model per I'estudi de la cardiomiopatia a DMD ja que presenten una

fibrosi significativa al cor i desenvolupen una cardiomiopatia dilatada.”

1.3.4.4 Grans animals com a model de DMD

S’han establert models en gats, gossos i porcs, pero també s’'ha realitzat la disrupcio
del gen al mico (Rhesus monkey), tot i que no s'ha aconseguit establir-lo com a model.
Son utils per I'estudi de vectors virals, per exemple, els models canins tenen un fort

rebuig immune després de la terapia genica, igual que els humans.

Tot i que alguns d'aquests models repliquen més de prop la malaltia humana que els
no-mamifers o els rosegadors, son també més costosos de mantenir i la seva
disponibilitat per la recerca és limitada.®®®’
a) Models canins: s'han descrit diversos models canins de DMD, els més coneguts i
utilitzats de tots son:
e El model de Golden Retriever amb Distrofia muscular (GRMD): presenten de
forma natural una mutacié puntual al lloc acceptor d’splicing de I'intré 6 (lloc
comu de mutacié a humans) que fa que es produeixi I'splicing de I'exd 7 i
aparegui un codo stop prematur a I'exd 8. Degut a aixo no hi ha sintesi de
proteina. Aquest model presenta una similitud important en quant a les
caracteristiques propies de la DMD (CKs elevades, degeneraci6 muscular i
augment de la fibrosi...). Tenen un curs de la malaltia semblant, acaben morint
als 3 anys pero presenten un periode d'estabilitzacié sobre els 6 fins als 10
mesos cosa que difereix als humans. També presenten fenotips variables degut
a la presencia de modificadors genetics.
e El model de Distrofia muscular canina lligada al X (CXMD): va apareixer com a
alternativa als alts costos que implicava mantenir els GRMD. Al 2003%, van

crear la soca degut a que el gos de la raga Cavalier King Charles Spaniel (CKCS)
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amb mutacié a I'exd 50 apareguda de forma natural presentava molts
problemes de cria. Ho van fer a partir de la inseminaci6 artificial de femelles
de la raga Beagle amb espermatozous congelats provinents de GRMDiamb el

posterior creuament amb mascles Beagle.®’
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Figura 13: Comparacio de l'esperanca de vida entre els humans, els gossos i diversos models

murins afectats per la patologia. Extreta de McGreewy, J., et. al., 2015.

b) Models felins: en el gat distrofic es produeix per una gran deleci6 dels promotors de
la distrofina a muscul i a les fibres de Purkinje. La patologia en aquests gats va ser
anomenada com Distrofia Muscular Hipertrofica Felina (HFMD) degut a que presenten
un fenotip Unic, que es caracteritza per una hipertrofia de musculs linguals, del coll i
I'espatlla, aixi com una diposit de calci als musculs en lloc de I'aparicié de fibrosis. Tot
aixo fa que aquest model no sigui util per la poca similaritat amb la patologia de la
DMD.66'67

c¢) Models porcins: els porcs deficients en distrofina han estat generats per delecié de
I'exd 52 i presenten semblances amb I'huma pel que fa a mionecrosis multifocals
progressives i regeneracio, fibrosi intersticial i infiltracid de cel-lules mononuclears. Per
contra, presenten un deteriorament funcional accelerat. Tot i aixo, s'utilitzen per
estudis d'exon-skipping, canvis proteomics durant els diferents estadis de la
patologia. Tenen un gran inconvenient i és que viuen maxim 14 setmanes pel que no

arriben a reproduir-se i criar.®'
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1.3.5 Tractaments actuals i noves terapies

Avui en dia, no hi ha tractament curatiu per DMD i I'inic medicament que s’ha demostrat
per millorar la funcié muscular i la forca son els glucocorticoides, pero segueixen sent
pal-liatius. Encara que el seu mecanisme d'accié aixi com les seves dosis Optimes no estan
clars, aquest tractament pot comportar una prolongacié de I'ambulacié de 1 a 3 anys,
també elimina I'escoliosi i retarda la insuficiencia respiratoria i la disfuncié cardiaca. El
principal problema d'aquesta terapia sén els elevats efectes secundaris a llarg termini,
com l'augment de pes, els trastorns endocrins, |'osteoporosi i les alteracions

conductuals.*

Per aquestes raons, la recerca d'un tractament més adequat per a pacients amb DMD
és un camp de recerca ampliament actiu, per la qual cosa des de fa anys s'estan
desenvolupant diferents terapies amb |'objectiu de restaurar I'expressié de distrofina o

per trobar mecanismes que permetin trobar una cura. 8%’

1.3.5.1 Terapies geniques

L'objectiu principal de la terapia génica de DMD és millorar la patologia muscular i
millorar la funcié muscular convertint aixi el fenotip DMD al fenotip més lleu, BMD
(figura 14). A mes, tambeé pot prevenir o frenar el desenvolupament de la malaltia

muscular si els individus afectats son tractats amb la suficient antelacio.

Delecid, duplicaci6, mutacié puntual, insercio

Fora de pauta de

Terapia génica Terapia génica

Figura 14: Objectiu basic de la terapia génica. Extreta de McGreevy, J.,, et. al.,, 2015.
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a) Terapies de mutacié especifica:

Aproximadament el 10% de mutacions al gen dmd que presenten els pacients
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son mutacions puntuals que afecten a una sola base i que introdueixen codons
STOP prematurs (PTC, de I'anglés Premature Termination Codon) a '’ARNm de la
distrofina.®® Aquestes mutacions duen a una senyal de terminacié durant la
traduccié a proteina que resulta en un producte més curt, no funcional i
normalment inestable que és degradat per la cel-lula. L'estrategia terapéutica que
es persegueix des de fa temps és la supressié d'aquestes mutacions.

Alguns antibiotics com la gentamicina o la geneticina (aminoglicosids) a dosis
elevades poden induir la traduccié directa ignorant la senyal de terminacio
prematura, afegint un aminoacid en aquella posicié¢ i donant lloc a una proteina
que pot tenir igual o menys funcionalitat. Aixo és el que es coneix com a efecte
read-through. L'eficacia d'aquest enfoc va ser demostrada per primera vegada
en ratolins mdx utilitzant injeccions subcutanies de gentamicina.®® Tanmateix, les
toxicitats greus que limiten la dosi impedeixen I'Gs de gentamicina en pacients.

A més d'aquests dos compostos ampliament utilitzats també s’han provat altres

Clinical use

compostos aminoglicosids . E
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Els programes de deteccidé de farmacs van conduir a la identificacié de PTC124

(o també conegut com a Ataluren), un compost que es preveia més potent que
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la gentamicina com a possible tractament. El PTC124 no compta amb la toxicitat
dels aminoglicosids i ha estat suggerit com a tractament potencial de les
mutacions nonsense sobretot les que presenten un codd UGA prematur. Tot i
que no se sap ben bé el seu mecanisme®, Ataluren va resultar efectiu en la
restauracio de distrofina en ratolins mdx, resultant en una millora de la forca i
una disminucié de la lesid en resposta al dany®. L'estudi es va realitzar amb
marcatge amb luciferasa i posteriorment s'ha demostrat I'habilitat del PTC124
per potenciar la luciferasa sense fer acci6 read-through®* Pel que tot aixd, més
altres estudis recents realitzats /n vitro han posat en questio la veritable capacitat
de I'Ataluren per realitzar aquesta funcio.

Premature Translation
Termination
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PTC ~ =AAAA

Ataluren-mediated
Nonsense Supression

Figura 16: Diagrama esquematic que il-lustra el mecanisme d'acci6é proposat per I'Ataluren. Es creu
que interactua amb el ribosoma i facilita el reclutament de tRNAs proxims, suprimint la mutacié
sense sentit i permetent el read-through del PTC i la sintesi d'una proteina complerta. Imatge
extreta de Siddiqi, N., et. al., 2018.

Per la falta de possibles tractaments i uns resultats preliminars prometedors,
Ataluren va entrar en assaig clinic. Durant la fase | es van establir les dosis segures
i tolerables en voluntaris sans, i durant la fase llb es van estudiar pacients DMD i
BMD d’entre 5 i 20 anys durant 48 setmanes. Es va concloure una milloria
significativa d'aproximadament 29 metres en el test de caminar 6 minuts (6MWT,
de l'angles 6-minute walking test)y amb la dosi més baixa administrada, a

40mg/kg, perdo no amb la més alta (80mg/kg). Recentment, amb la fase Il de
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I'assaig fent I'estudi amb dosi de 40mg/kg, doble cec amb grup placebo i ataluren
no es van trobar diferencies entre els dos grups pel que fa al 6MWT. Pero els
investigadors de I'assaig matisen que es va registrar un efecte significatiu de
I'Ataluren en el subgrup especific de pacients amb una linia de base de 6MWT
de 300m o més pero menys de 400m, cosa que apunta que pot ajudar a
determinar els proxims grups d'estudi.®® A causa dels resultats controvertits, que
no van proporcionar proves substancials de I'eficacia del PTC124, obtingudes en
les Fases llb i Il dels assaigs de DMD, la FDA va eliminar el medicament del
mercat a principis de 2016. Per contra, dos mesos després, el NICE estava
aprovant el seu Us al Regne Unit. Tot aix0 planteja dubtes de quin és el

mecanisme d'accio i si realment aquest compost té eficacia terapéutica.®>®’

La majoria de pacients amb DMD duen delecions o duplicacions parcials del gen
de la distrofina o mutacions que poden afectar I'sp/icing normal en la formacio
de I'ARNm. Aquestes mutacions son un problema quan interrompen el marc de
lectura impedint la formacié d'una proteina funcional, pel que I'enfocament
terapeutic actual és generar un salt de I'ex6 o exons afectats (Exon Skipping)
reparant la pauta de lectura i generant una proteina més curta pero amb certa
funcionalitat. Aixo pot ser induit per petis fragments sintétics d'acids nucleics
coneguts com a oligonucleotids antisentit (AONs), que es dissenyen per unir-se
a les sequiencies d'’ARN que regulen com es fara I'splicing cap a I'’ARN missatger
d'un gen d'interes. La seqliencia eleccionada és eliminada per splicing perque

I’AON cobreix el lloc d'splicing real de la maquinaria d'splicing®®®* (figura 17).
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Figura 17: Funcionament de la tecnologia Exon-Skipping i els oligonucledtids antisentit. Extreta i
adaptada de Google Imatges, (DMD Makes The Cut | Biotech Primer WEEKLY. Available at:
https://weekly.biotechprimer.com/dmd-makes-the-cut/).



Aquesta estratégia és tedricament aplicable al 80% dels pacients amb DMD®. Les

aproximacions més recents estan centrades en produir |'exon skipping de I'exd
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51, que seria aplicable a aproximadament el 13% dels nens afectes. Dos tipus
d’AONs estan en assajos clinics: Drisapersen (també conegut com PRO051 o GSK-
2402968) i Eteplirsen (AVI-4658), la eficacia terapéutica dels quals ha estat
demostrada en models animals de DMD (maxi cxmad) i per injeccid intramuscular
en pacients. A continuacié es presenten els dos assajos clinics que s’han realitzat
amb aquests farmacs:

- Assaig clinic amb Drisapersen: tot i que la fase 1 i 2A semblaven
prometedores, no van tenir exit en demostrar una millora significativa en la
mesura primaria de resultats, el 6MWT durant la fase 3.%

- Assaig clinic amb Eteplirsen: també mostrava un resultats prometedors
durant la fase 1 i 2A perd tampoc van poder demostrar una millora
significativa amb el 6MWT. En una segona fase 2 de l'estudi es va
incrementar la dosi fent un assaig doble cec amb 12 nois amb DMD d’entre
7 1 13 any que rebien placebo, 30mg/kg/setmana o 50mg/kg/setmana
durant 24 setmanes. Posteriorment es va ampliar a 48 setmanes amb
adjudicacio dels pacients placebo als altres dos grups, i es va veure un
increment de les fibres positives per distrofina d'un 47% de mitja. Malgrat
aquests resultats prometedors la FDA (Food and Drug Administrarion) dels
Estats Units es va negar a concedir I'aprovacié accelerada del farmac per
discrepancies amb el disseny de I'assaig.?”*

A més, el lliurament sistemic encara és limitat a causa de la pobra absorcié dels

teixits i a la dificultat per assolir |'eficacia terapeutica suficient.

L'aproximacié en aquest tipus de terapies és molt Util ja que a l'intentar tractar
mutacions especifiques. Totes aquelles malalties que presentin aquest tipus de
mutacions podran ser abordades amb els mateixos compostos o amb |la mateixa

tecnologia.

49



b) Terapies utilitzant iPSCs:

Existeixen estudis preclinics que consisteixen en I'administracio de cel-lules que
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s'empelten al teixit muscular i es fusionen amb les fibres preexistents (figura 18).
En cultiu, les cél-lules satel-lit comencen a proliferar produint mioblasts les quals
es diferencien per produir miotubs multinucleats. En canvi, quan son
trasplantades poden actuar com a cél-lules mare miogéniques capaces de donar
lloc a noves miofibres perdo també noves cél-lules satél-lit. Aquestes cel-lules
poden ser al-logéniques de donants sans o cel-lules del propi pacient que han
estat reprogramades perqué expressin distrofina.*

{/

oyl -y

( lomol\ | :’}{4
Transphant celhilar 4;@ L ¢  Fibroblasts de pell
R |\ W) Oct4, Sox2
{ KIf4, c-myc
Progenitors miogénics
Factors de J

diferenciacio

Correcci6 precisa del
gen amb la tecnologia
CRISPR/Cas9

Figura 18: Terapia génics usant iPSCs derivades dels propis pacients. Extreta i
adaptada de Hagan, M, et. al,, 2018.

S’ha demostrat que el trasplantament de cel-lules pluripotents (iPSCs) derivades
de precursors miogenics produeix miofibres positives per distrofina, les quals
milloren les propietats contractils dels musculs dels ratolins distrofics.'®

Malgrat aquests resultats, només es poden lliurar les dosis terapeutiques
efectives per mitja de multiples injeccions intramusculars, cosa que dificulta molt

la seva perspectiva com a terapia viable actualment.®*
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c) Terapia per lliurament del gen de la distrofina:

Per editar el genoma, el gen seleccionat i dissenyat s'ha de lliurar dins de les
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cél-lules apropiades i integrar-se amb I'’ADN de |'hoste.
El gen dmd és dels més grans del genoma i per aixd0 és impossible I'entrega
intracel-lular de tot el gen sencer, pel que I'estratégia es centra en el lliurament

de versions truncades de dmd, de mini o microdistrofines.

Distrofina sencera

cDNA MW
ninge
m! men M 123 " s E_’E we s 14kb 427 kDa
[ J
Domini central
Mini-Distrofina
MEOL 3 M) ROR122ZIMM M| 6.4kb 228 kDa
Micro-Distrofina
HE 12 3 M2 R4 38kb 135kDa

Figura 19: Exemples de mini-distrofina i micro-distrofina utilitzades en terapia. Extreta i adaptada
de Okada, T, et. al., 2013.

Aquesta terapia s'esta duent a terme amb Virus Adeno-associats (AAVs) que
poden introduir-se de forma local o sistéemica per via intravenosa, intraarterial o
per injeccions intraperitoneals.

L'aproximaci6 utilitzada és la de crear virus que contenen versions truncades de
dmdja que la distrofina té dominis repetitius que poden ser eliminats i la proteina
mantindra la seva funcio ultima. Per aixo, se solen utilitzar els serotips virics que
presenten un elevat tropisme pel muscul, que sén AAV6, AAVS i AAV9,™0102
Aquesta estrategia ha demostrat en ratolins que és capa¢ de restaurar la
morfologia de les miofibres, la histologia i la integritat de la membrana, a més
d'aconseguir augmentar les propietats contractils dels musculs.'®

A més, en el model cani s'ha trobat que sdn capagos de millorar la patologia,
augmentar la forca muscular i disminuir els simptomes distrofics durant gairebé
2 anys.'*

En humans, els assajos clinics realitzats estan encarats a determinar el potencial

de l'alliberament intramuscular del virus amb minidistrofina, i tot i que son

capacos de veure acumulacié virica als musculs, no hi ha un augment de
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I'expressio de distrofina. Aixo és degut a que es produeix una resposta
immunitaria contra la distrofina de nova creacio perque el teixit és incapag de

reconéixer-la com a propia. També s'ha descrit una resposta immune als AAV.'%

Edicio génica per CRISPR/Cas9:

Cas9 és una nucleasa natural que se sol utilitzar amb una guia d’ARN (ARNg)
especifica que es dissenya per realitzar una edicié de I’ADN acurada. Ho fa unint-
se a una regidé constant del ARNg i la seva seqiiencia variable es dissenya perquée
sigui complementaria a la seqiiencia d’ADN de la regié d'intereés.

Recentment, s'ha utilitzat per delecionar un o més exons de la distrofina en
cel-lules de pacient i de ratoli distrofic i s’ha observat una millora de les propietats
contractils. A més, el lliurament local i sistémic restaura I'expressié de distrofina
en el muscul esquelétic i cardiac del ratoli i augmenta la forga.'®

En tots aquests casos I'eficacia del lliurament és clau pel tractament de tots els
musculs afectes.

També s’ha intentat posar el focus en editar amb CRISPR/Cas9 les cel-lules satel-lit
dels pacients, i diversos laboratoris diferents han observat estudis
prometedors.’”” A més, s'ha utilitzat aquesta metodologia per produir un primat
distrofic.'%

Al 2014 van demostrar la utilitat de I'edicié6 genomica de les cel-lules germinals
per corregir els defectes genétics primaris en el ratoli mdx. Aixd no és possible

encara en cél-lules humanes.'®

1.3.5.2 Terapies modificadores de la patologia
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a)

Per gens substituts:

Com és el cas de la utrofina, amb la que s’intenta evitar la resposta immune
contra la distrofina. Aquesta terapia consisteix en la sobreexpressio de la utrofina
pel tractament amb Ezutromib (SMTC1100), una molecula petita oralment
biodisponible que modula la proteina i aconsegueix revertir el fenotip distrofic

en el ratoli mdx. La fase 1B de I'assaig clinic va comencar el desembre de 2013.%’



També s’ha vist que utilitzant AAV amb el gen de la Follistatina (rAAV-Follistatin)

millora la histologia i augmenta la massa muscular i la forca en el ratoli distrofic
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i en primats no humans. A més, esta en fase 1 d'assaig clinic per BMD.
El doble lliurament de vectors adeno-associats que porten microdistrofina i
follistatina aconsegueix restaurar la forca i augmentar la resistencia a les

contraccions excéntriques.®

b) Per moduladors de la patologia:

Es el cas de I'ldebenona o el Givinostat.

En el primer cas, esta descrita una disminuci6é de la capacitat vital i la funcio

respiratoria en els pacients amb DMD, pel que aquest farmac actua a aquest

nivell. Actualment es troba en assaig clinic en fase 3 en pacients d'entre 10 i 18

anys sense tractament concomitant amb glucocorticoides. La Idebenona

(900mg/dia) disminueix significativament la pérdua de funcio respiratoria.'%""
Pel que fa al Givinostat, es tracta d'un inhibidor de les deacetilases d’histones,
que poden ajudar a reequilibrar el procés de reparacié del muscul augmentant
la regeneracio. En ratoli mdx s'ha vist que disminueix significativament la fibrosi
i promou una regeneracidé muscular compensatoria. L'assaig clinic ha demostrat
un augment significatiu de la fraccié de teixit muscular i una disminucio del teixit

fibrotic en les biopsies del grup amb Givinostat.''

Encara que cap d'aquests metodes ha estat completament exitds per ser considerat com
una terapia eficag, alguns d’ells mostren promeses significatives i son indicatius de que

aquestes terapies semblen estar encaminades cap a la direccié correcta.
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1.3.6 US DE NANOPARTICULES PER L'ALLIBERAMENT DE
FARMACS A MUSCUL

Un dels principals reptes a batre en el tractament de la DMD és aconseguir que el
possible tractament arribi a tots els musculs que han de ser tractats (incloent cor i
musculs respiratoris). Es per aixd que una altra aproximacié és dissenyar sistemes
d'alliberament dirigit dels farmacs. En aquest ambit ja hem parlat dels vectors adeno-
associats que supleixen aquest efecte, pero actualment hi ha altres sistemes en
investigacio, com |'Us de nanoparticules.

Es van crear sistemes de lliurament de farmacs basats en nanoparticules per guiar les
drogues convencionals al seu lloc d'accio especific i aixi millorar I'eficacia, simplificar
I'administracio de farmacs i superar els efectes secundaris derivats d'una accié difusa. Les
nanoparticules (NP) sén particules microscopiques amb una mida que oscil-la entre 1-
100nm, que es troba entre petites proteines i virus.'™

Les NPs es classifiquen com a organics o inorganics depenent de la seva naturalesa. Les
NPs organics estan formats per sistemes polimeérics, com els dendrimers o per bicapa

lipidica, com els liposomes, mentre que les NP inorganics estan formats per metalls i

altres materials inerts, com el titani, I'or o la silice.”*"">

Taula 4: Les nanoparticules més rellevants usades.

Tipus de NP Descripcio
Organic NPs Formades per una matriu de polimer. Depenent del polimer poden tenir

Polimériques  una biodistribuicié no especifica i una carrega baixa. S6n propensos a
la hidrolisi i la degradaci6 enzimatica.

Dendrimers ~ Macromolécules definides amb una estructura altament ramificada
formada per un nucli i diverses capes. La seva estructura els permet
portar diverses carregues.

Liposomes Nanosistemes esféerics formats per una bicapa lipidica. Permet
I'encapsulat de farmacs hidrofobics i hidrofils. La seva rapida eliminacio
de I'organisme és una de les seves principals limitacions.

Micel-les Agregats coloidals de molécules amfifiliques. Els seus dominis
hidrofobics interns i exteriors hidrofilics permeten I'encapsulat de
medicaments no polars per al transport.

Inorganic NPs de Silice  Inert, biodegradable i amb bones propietats de biodistribucié. Es poden
sintetitzar facilment amb qualsevol mida i forma desitjables.
NPs d'or Sense toxicitat intrinseca. Les seves propietats optiques i electroniques

depenen totalment de la seva forma i mida. S'ha provat el seu Us
antibacteria.
Nanotubs de  Monocapes de grafé embolicades en forma de cilindre. La seva elevada
carboni superficie augmenta la seva capacitat d'ancoratge a diferents
molécules. S6n toxics si no funcionen correctament.
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Entre els diferents tipus de NP, les nanoparticules inorganiques basades en silice

mesoporosa (MSN) han sorgit com a biomaterials prometedors a causa de les seves
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propietats excepcionals en quant a qualitat quimica i morfologica, a més de tenir una
biocompatibilitat bona. Es tracta d'una matriu de silice plena de cavitats poroses que
permeten una alta carrega de drogues i a I'hora es manté la mida petita.

A més, la superficie de MSN és rica en grups de silanols reactius, que sén capagos de
conjugar amb gairebé tots els tipus de grups funcionals, que tenen diferents finalitats
com ara lligands, polimers i agents fluorescents (fluorocroms, anticossos, polimers
biodegradables (PEG), entre d'altres)''® (figura 20). Les molécules PEG s'utilitzen per

reduir 'agregacid i I'acumulacié de les particules als organs d'eliminacio.

siRNA
Drugs

Aptamers .
Dendrimers

Figura 20: Possibilitats de carrega de les
MSNSs. Extreta de Conde, J. et. al., 2014.

Tumoral
Markers

Antibodies

sSDNA A més, diversos informes demostren una

Fluorescent Carbohydrates . . ..
dyes baixa citotoxicitat dels MSN, fet que

també demostra la seva bona biocompatibilitat. Algunes de les caracteristiques més
importants de les MSN son:

e Elevada area de superficie (>1000m?/g), el que permet una gran carrega (fins al

35%).

e Alt volum del porus (>1cm?/q).

e Estabilitat quimica i termica.

e Control de la mida i forma.

e Facil de sintetitzar i modificar.

e Mesoestructura estable.

e Citotoxicitat baixa.

e Elevada biocompatibilitat.
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Generalment, les drogues es carreguen en MSN adsorbint-les sobre les particules i
alliberant-les al mitja desitjat. Amb aquestes MSN, pero, no hi ha cap control sobre
I'obertura de porus, donant com a resultat un llangament del contingut de cop i sense
poder dominar on volem que s'obri el porus. No obstant aixo, és possible aconseguir
sistemes de llancament controlat basats en MSN mitjancant I'aplicacié de controls
mecanics sobre les obertures dels porus. A través del limit i I'obertura de I'entrada de
porus, es poden construir vehicles que permetin un transport selectiu i un alliberament
eficient en resposta a un estimul especific. Hi ha dos tipus principals d'estimuls, interns
(com el pH, la temperatura, reaccions redox o activitat enzimatica) o externs (la llum o
camps magnetics). Els estimuls externs tenen I'avantatge que es poden controlar a temps
i IIOC.113'117_119

Els MSN també es poden dirigir a un organ o lloc especific de I'organisme. Hi ha tres
estrategies principals d'orientacié per aconseguir el lliurament de farmacs a llocs
especifics, que sén:

- Estratéegia passiva: les MSN s'acumulen al lloc d'interés en absencia de lligants. En
aquest cas, l'eficacia d’acumulacié només esta determinada per les caracteristiques
fisicoquimiques de la nanoparticula (mida, forma, superficie...). Es basa en I'efecte
de permeabilitat i retencio (EPR) millorat. Es un fenomen gue no només és evident
en els tumors, on es produeix una angiogénesi de vasos amb endoteli discontinu
amb fenestracions que permet el creixement rapid del teixit cancerds i que resulten
molt permeables, si no també en totes les patologies que impliquen una elevada
extravasacio (des d'una infeccio fins a una insuficiencia cardiaca...).

- Estrategia activa: implica la modificacié de la superficie de la nanoparticula afegint
lligand que tenen una afinitat especifica per determinats receptors o per altres
molecules del teixit diana. Es considera que és complementaria a |'efecte EPR per
incrementar |'eficiencia del lliurament a lloc especific.

- Estrategia basada en camp magnetic: es pot aconseguir mitjancant I'aplicacié d'un
camp magnetic extern que sigui capag de dirigir les nanoparticules magnetiques i,

per tant, augmenta la seva acumulacié al lloc objectiu.'12°

L'ds de nanoparticules obre un ventall d'opcions terapeutiques per millorar

I'alliberament de farmacs a muscul i incrementar la seva funcié localment.
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OBJECTIUS







Els trastorns neuromusculars pediatrics son malalties minoritaries causades per un gran

nombre de gens, molts d'ells de gran mida i estructura complexa, fet que dificulta

enormement el diagnostic molecular i el disseny de noves estrategies terapeutiques.

Alhora son malalties sovint multisistémiques, que involucren a molts professionals, pel

que el maneig d'aquests pacients és també complex.

Davant aquest gran repte, aquesta tesi s'’ha centrat en dos fites principals. Per una banda,

en analitzar I'abordatge de dues aproximacions terapeutiques per a la DMD, i, en segon

lloc, en la optimitzaci6 de les eines diagnostiques pels pacients amb malalties

neuromusculars.

Per a dur a terme aquesta fita es van definir els objectius principals segtients:

1.

ESTRATEGIES TERAPEUTIQUES
- Aprofundir en el coneixement de I'efecte dels estrogens en el muscul
esqueletic deficient en distrofina, incloent els seglients objectius especifics:

a. Avaluar l'efecte del estrogens sobre la lesi6 muscular causada per la
deficiencia de distrofina, en el model muri mdx en diferents condicions i
edats, mitjangant analisi fenotipica: tests motors, analisi de CK i histologia
muscular.

b. Analitzar el mecanisme pel qual actuen els estrogens mitjancant analisi

d'expressio génica diferencial.

Donats els resultats d’aquest primer objectiu:
c. Entendre laimplicacié de p75"™ en la distrofia muscular en el model muri

i en mostres de pacients afectes de DMD

- Comprovar l'efecte del farmac amb activitat read-through PTC124 sobre les
mutacions nonsense en el model muri mdyx definint aquests objectius
especifics:

a. Avaluar l'eficacia del tractament i la recuperacio de l|'expressié de

distrofina.

Donats els resultats d'aquest primer objectiu, per tal d'augmentar I'eficacia

del farmac:;
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b. Analitzar I'eficacia de nanoparticules mesoporoses de silice (MSNs) com a

vehicles d'alliberament del farmac a muscul,

2. NOVES EINES MOLECULARS
a. Analitzar el rendiment diagnostic de noves técniques de de sequlenciacié
masiva (exoma complet i exoma clinic) en pacients amb trastorns
neuromusculars pediatrics.
b. Validar els resultats obtinguts, estudiant en alguns casos la implicacio

funcional de variants de significat incert (VUS).



MATERIALS |
METODES
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3.1 Animals

Es va utilitzar el model muri de distrofinopatia, madx (C57BL10/ScSn-mdx) i el seu
respectiu control (C57BL10/ScSn) que van ser adquirits a Jackson Laboratories. Aquests
animals s’han mantingut a I'estabulari de I'Institut de Recerca de la Vall d'Hebron sota
condicions controlades de temperatura i humitat, amb un cicle de 12 hores de llum i 12
hores de foscor i amb aliment i aigua ad /ibitum d'acord amb la normativa del Reial
Decret n°223 (1998). Tots els procediments son duts a terme segons 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 préviament aprovats pel

Comité Etic de I'Experimentacié Animal de I'Hospital Universitari Vall d'Hebrén.

3.2 Mostres humanes

Es van fer servir mostres provinents de biopsies musculars de pacients, recollides a la
col-leccio del laboratori de Neurologia Pediatrica del VHIR, amb referéncia C.0003146 en
el Registre Nacional de Biobancs de I'Institut de Salud Carlos Il . Les biopsies es realitzen
amb finalitat diagnostica després d'obtenir el consentiment informat dels responsables
dels pacient. Una part de la biopsia arriba al laboratori i es congela habitualment en sec
tenint en compte les possibles proves complementaries. | si hi ha mostra suficient, una
part es processa per a la obtencié de mioblasts en cultiu.

Per a aquests estudis s’han usat mostres de pacients DMD (n=4) i controls (n=4).
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3.3 Tractaments

3.3.1 17B-Estradiol

Es va iniciar a les 3 setmanes de vida, moment que coincideix amb el deslletament, i es
va mantenir durant 1 mes. Idoniament s'utilitzaven ventrades amb un minim de 4 animals
mascles per poder tractar 2 animals amb estradiol i 2 amb placebo, com a control. El que
es feia era adormir els animals amb anestesia inhalatoria (isofluora), instil-lant methocel
2% (Omnivision) als ulls per evitar lesions corneals, es rasurava la zona entre els dos
omoplats amb unes pinces i s'efectuava una petita incisi6 en aquesta regio per tal
d'introduir el pellet ja sigui de placebo (Pellets placebo for 178-Estradiol d’Innovative
Research of America) o estradiol (Pellets de 0,5mg de 178 -Estradiol d’Innovative Research
of America) a la maxima profunditat i per sota del greix. El pellet es liposoluble i I'estradiol
es va alliberant de manera constant amb una durada d'acci6 prevista de dos mesos. Un

cop introduit el pellet, se sutura la ferida i es reanima I'animal.

Figura 21: Procediment d‘implantacié dels
pellets placebo i 17BEstradiol en ratolins
mdx.

(A) Animal anestesiat, fixat i rasurat per la
franja dels omoplats. (B) Tall a la pell per la
zona inferior. (C) Pellet que ha de ser
introduit a la cavitat. (D) Moment de la
sutura amb punts en U. (E) Animal suturat i
amb antiseptic a punt per la reanimacio.
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El disseny experimental dels experiments amb 17B-Estradiol és el presentat a la Figura

22.

£ n=6 g
[ 3 setmanes | Tractament (4 setmanes) o
& N & &
@6 &L & 7
o 'S;wa}Q I
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Figura 22: Disseny experimental del tractament amb 17B-Estradiol.

Els animals van ser controlats setmanalment per la seva evolucié i pes. Durant el
tractament es va tenir en compte la possible perdua de pes, el seu aspecte i conducta (si
es troba comatds o agressiu) i les possibles mostres de dolor. El segon grup d'animals
(experiments 3, 4 i 5) es van sotmetre a tests funcionals amb la finalitat de veure
potenciats els efectes de I'estradiol en el muscul, empitjorar el fenotip distrofic amb
I'exercici i fer més evident la patologia del ratoli mdx. El nUmero d'animals tractats i el
moment de tractament es reflecteixen en la taula 5. A partir d'ara ens referirem al 17B-

Estradiol com E2.

Taula 5: Animals tractats amb E2.

EXPERIMENT | EXERCICI PLACEBO ESTRADIOL

2 animals 2 animals
1
No
2 4 animals 4 animals
3 4 animals 5 animals
4 Si 3 animals 3 animals
5 2 animals 2 animals
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3.3.2 LM11A-31

El LM11A-31 és una molécula petita moduladora del receptor de baixa afinitat de les
neurotrofines, Ngfr o p75"™.  Aquest farmac té un perfil d'agonista parcial d'aquest
receptor i promou la senyalitzaci6 relacionada amb la supervivéncia.'”' S'ha demostrat el
seu efecte positiu en la malaltia d'Alzheimer i en la lesi6 cerebral traumatica.’*'

Es va realitzar el tractament en una camada de 8 mascles que van ser dividits de forma
aleatoria en els grups control (n=4) i tractat amb LM11A-31 (Sigma Aldrich) (n=4).

El tractament s'iniciava a partir del deslletament, a les tres setmanes de vida i amb una
duracié d'un mes. Va consistir en immobilitzar I'animal per les espatlles i introduir la
xeringa dispensadora per la boca poc a poc i suficientment endins com per dirigir la
droga directament a I'estomac, evitant obstruir els pulmons (figura 23).

S’administrava el farmac LM11A-31 un cop al dia i a una dosi de 50mg per kg de pes del
ratoli. A més, els dos grups d'animals van realitzar assajos funcionals un cop per setmana

i van ser controlats en evolucid i pes. Es van tenir en compte els mateixos criteris de

conducta, aspecte i mostres de dolor que en el tractament anterior.

Figura 23: Injecci6 oral de LM11A-31.

L'animal es va immobilitzar per les espatlles i la xeringa es
va introduir per la boca per administrar la droga.
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El disseny d'aquest experiment es representa a la figura 24.

IM11A-31  n=4

| 3 setmanes | Tractament (4 setrnanes) )
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dt(@ & Realitzacio de tests o ,557“ w
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Figura 24: Disseny experimental del tractament amb LM11A-31. >

Els animals comencaven el tractament a les tres setmanes d'haver nascut, en el moment del
deslletament. S'administrava el farmac per via oral un cop cada dia i es monitoritzava setmanalment el
pes i I'evolucié funcional. Després de quatre setmanes de tractament, se sacrificaven els animals i es
recollien les mostres d'interés. Es van tractar quatre animals en cada condicio.

3.3.3 Farmacs read-throughi Gs de nanoparticules:

3.3.3.1 Farmacs emprats
El compost amb capacitat read-through que va ser utilitzat en els nostres experiments
va ser el PTC124 (importat i purificat pel Dr. Arad, col-laborador del projecte).

Taula 6: Farmac amb activitat read-through emprat.

COMPOSTOS FORMULA PES MOLECULAR PROVEIDOR
PTC124 C15H9FN203 284.24 Aportat pel Dr. Arad
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3.3.3.2 Tractament amb PTC124 intraperitoneal

Per aquest experiment també es van utilitzar ratolins mascles de 8 setmanes d’'edat. Pel
primer grup (tractats amb PTC124) es van utilitzar 5 animals i pel segon (injectats amb el
vehicle, DMSO), 4. El grup tractat va ser injectat amb 2mg de PTC124 resuspesos en 1ml
de 20% de DMSO en PBS 1X, i I'altre grup va ser injectat directament amb 1ml de 20%
de DMSO en PBS 1X. Les solucions van ser administrades per via intraperitoneal durant
dues setmanes amb injeccions diaries seguint el disseny: una injeccié de 250ul a les 8h
del mati, una altra del mateix volum a les 12h i una ultima de 500yl a les 16h, segons el
protocol seguit per PTC Therapeutics™?3. A més, cada setmana els animals van realitzar
assajos funcionals, es va anar controlant la seva evolucio i pes i se'ls hi va extreure plasma
dos cops durant el tractament (durant la primera i segona setmana) per la vena safena
amb la finalitat d'avaluar els nivells de CKs i la presencia de PTC124. Aquest Ultim pas es
va preveure que es faria per mitja de cromatografia liquida d'elevada eficacia a I'Institut

Quimic de Sarria (1QS).

3.3.3.3 Nanoparticules

L'Institut Quimic de Sarria (IQS) va desenvolupar i proveir les nanoparticules
mesoporoses de silice utilitzades en els nostres experiments. Les MSN s6n nanoparticules
esferiques amb un diametre de 50-60nm i una grandaria de porus de 2,3nm (el compost
PTC124 mesura 1.24nm) marcades amb un 7% d'Alexa Fluor® 680 (7hermoFisher
Scientific) (longitud d'ona d'excitacié: 684nm, i longitud d'ona d'emissi6: 702nm). Pels
nostres experiments es van utilitzar dos tipus de MSNs; la diferencia entre la primerai la
segona generacio de MSNs és que aquestes Ultimes van ser carregades covalentment
amb moléecules d'un polimer biodegradable (van ser, PEGilades) amb un 20% de
polietilenglicol. S'ha reportat que les nanoparticules de silice PEGilades s’acumulen
menys en els organs del sistema mononuclear fagocitic (MPS), tenen una vida en sang
més llarga i presenten una taxa d'eliminacié renal més lenta despres d'una administracié
intravenosa que les nanoparticules no PEGilades'®. Les nanoparticules de primera i

segona generacié seran anomenades com a MSNs i MSNSsPEG a partir d'ara.
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Les nanoparticules MSNSPEG van ser carregades amb un 3-11% de PTC124. En
condicions fisiologiques, s'allibera el 55% del farmac carregat.

Totes les nanoparticules es van resuspendre en solucions salines fisiologiques esteérils
(0,9%) a una concentracié final de 4mg/ml i guardat a 4°C i en condicions de foscor.
Abans de cada injeccié la solucié corresponent es dispersava amb ultrasons durant una

hora.

3.3.3.4 Biodistribuci6 de les nanoparticules de primera generacié

Per determinar la biodistribucié de les nanoparticules es van utilitzar ratolins w¢ (n=3) i
mdx (n=2) de 8 setmanes d’edat. Es van utilitzar dos ratolins wt sense injectar com a
controls de fluorescencia a I'hora d'adquirir les imatges, dos wti dos mdx als que si se'ls
varen injectar les MSNs, pero a un dels wt se li va induir un procés de necrosi i inflamacio
aguda al gastrocnemi dret el dia abans de la injeccié amb NPs mitjangant I'administracio
de Cardiotoxina'® (Sigma Aldrich) (figura25).

Aquest procés va consistir en adormir I'animal amb isofluora, col-locar-lo cap per avall,
fixar i instil-lar methocel 2% (Omnivision) als ulls. A continuacio es va retirar el pél de la
zona del gastrocnemi mitja, es va fer una incisi6 a la pell deixant accessible una zona
d'1cm de llarg aproximadament i a la vista tendo i vena. A una distancia de 5mm del final
del tendd i sense tocar la vena es van injectar 50ul de cardiotoxina (CTX) amb una xeringa
que porta un caputx6 que deixa lliure només 2mm de I'agulla, per tal de controlar la
profunditat de I'administracié. S'acabava la intervencié suturant la pell amb punts en U
amb fil de 6-0s, es reanimava I'animal i se li retirava el methocel dels ulls.
Posteriorment, els animals van ser injectats amb 100ul de nanoparticules a una
concentracié de 4mg/ml per la vena de la cua. Als 30 minuts de la injeccio, es va llegir la

fluorescencia a la Plataforma d'Imatge Molecular de I'estabulari del VHIR.
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3.3.3.5 Biodistribucio de les nanoparticules de segona generacio

Per coneéixer la distribucié de les noves nanoparticules amb molécules PEG a la seva
superficie, es van injectar MSNSPEG a: un animal WT, que previament se li havia induit
dany mitjancant CTX al GMG dret, 30 minuts abans del sacrifici. També a dos ratolins
madx les 24 i 4 hores abans de portar els animals a la Plataforma d’'Imatge Molecular per
prendre les mesures de fluorescéncia i quantificar-ho. Es va utilitzar un animal wt i un

madx no injectats com a control de fluorescencia (figura 25).

2WT 2WT 2 MDX 2WT 2MDX 2 MDX
No Injectats injectats Tinjectat + 1 injectat 1 injectat
injectats 1 amb CTX CTX

30 minuts 30 minuts 4 hores 24 hores

Figura 25: Disseny experimental per estudiar la biodistribucié de les NPs de primera (MSNs) i segona
generacio (MSNsPEG).

Resum dels dos experiments realitzats: el primer d'ells als 30 minuts post-injeccié i el segon, quan els
animals feien 30 minuts, 4 hores o 24 hores post-injeccio.

3.3.3.6 Tractament amb NPs carregades amb PTC124

Per tal de comprovar que I'administracié de PTC124 en les NPs millora la biodistribucié
del farmac, es van utilitzar ratolins mascles mdx de 8 setmanes d’'edat: 2 animals es van
deixar sense injectar, 3 es van injectar amb MSNSsPEG i 3, amb MSNsPEG carregades amb
un 3-11% de PTC124 a una concentracié de 4mg/ml per la vena de la cua. Les injeccions
van ser realitzades per la Dra. Carmen Espejo del grup de Neuroimmunologia Clinica del
VHIR. El disseny experimental va consistir en injectar les NPs dos cops per setmana,
realitzar un assaig funcional un cop per setmana i extreure plasma per fer control de NPs
i CKs a l'inici de cada setmana. La durada del tractament va ser la mateixa que en el
tractament amb PTC124 intraperitonealment, 4 setmanes. La quantificacio es va portar a
terme a la Plataforma d'Imatge Molecular a les 24 hores de I'Ultima injeccio. Els

tractaments realitzats es recullen a la taula 7.
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Taula 7: Tractaments amb farmacs read-through realitzats.

COMPOST CONCENTRACIO = VOLUMA FREQUENCIA®  DURADAC  ANIMALSP = VIAE TEMPSF
MSNSPEG-PTC124 | 4 mg/mL 100 pL 2 4 setmanes  3/3 v 24h
(PTC124 dosi: cops/setmana
319/9)
PTC124 2 mg/mL 1mL (250/ 3 cops/dia (8, 2 setmanes  5/4 IP 18h
250/500ul) 12 16h)

(A) Volum administrat. (B) Frequéncia d'administracioé. (C) Durada del tractament. (D) Animal tractats (compost/vehicle). *L'animal amb
vehicle és el mateix pels tres compostos read-through. (E) Via d'administracio. (F) Temps que passa des de |I'administracio fins al sacrifici.
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3.3.3.7 Quantificacio de la fluorescencia de I'animal /n vivoi dels teixits

Les MSNs van ser marcades amb un Alexa Fluor® 680 per poder veure la seva
biodistribucié /n vivo, i la presa d'imatge es va realitzar a la Plataforma d'Imatge
Molecular de l'estabulari del VHIR amb I'aparell Xenogen IVIS® Spectrum Imaging
System.

Per tal de quantificar la fluorescéncia /n vivo, va ser necessari rasurar tot I'animal el dia
abans, ja que el pel negre interfereix en la mesura; i per les mesures ex vivo, es van utilitzar
les extremitats posteriors i anteriors, els ronyons, la melsa, el fetge, el diafragma, el cor,
els pulmons i el cervell.

Totes les dades recollides per la Plataforma d'Imatge Molecular van ser quantificades
utilitzant els Software Living Image v4.5.2 (Xenogen).

Les mesures es prenen a la imatge original, sense extreure el marcatge de fons de la
fluorescencia de I'animal control, i per les mesures de cada organ es fa una quantificacio
denominada "RO/-based": es defineix una area com a regio d'interes (ROI) que inclou
I'drgan que volem quantificar i es mesura la intensitat de fluorescéncia d'aquesta area.
S'utilitza el mateix ROI per quantificar tots els organs del mateix experiment per obtenir
resultats comparables. Les dades es recullen en unitats d'eficiencia radiant
(Ip/s)/[uW/cm?) (figura 26).

Els valors obtinguts dels animals controls representen la fluorescéncia de fons de tots els

animals i només s'extreuen a I'hora de fer les representacions grafiques.
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Pulmons

Figura 26: Quantificacié de la fluorescéncia de les nanoparticules en els teixits ex vivo.

Totes les mesures es van prendre amb els mateixos ROI o sigui la mateixa mida de regi6 d'interés.
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3.4 Tests funcionals:

Un cop per setmana, es van realitzar estudis funcionals en els grups d’animals que es
mostren a la taula seguent.

Taula 8: Animals que han realitzat els tests funcionals.

TRACTAMENT ANIMALSA
17BESTRADIOL 9/8
LM11A-31 4/4
MSNSsPEG 3/3
PTC124 5/4

(A) Animal tractats (compost/vehicle o placebo).

En tots els casos es van realitzar dos assajos funcionals utilitzant els protocols estandards
(SOPs) segons Treat-NMD, Neuromuscular Network'®®.

1. Test de suspensid per dues extremitats (en angles, Two-/imb hanging testi el SOP:
DMD M.2.1.004) que consisteix en avaluar la forca i la coordinacié de I'animal. Es tracta
de suspendre els ratolins d'un penjador de filferro elevat a 35 cm per sobre d'una
superficie recoberta capag¢ d’amortir la caiguda de I'animal. Els ratolins en pengen durant
600 segons i s'examina la seva resistencia. Si un ratoli cau abans del limit de 180 segons,

es fan dos assaigs més, i per I'analisi se selecciona el temps més llarg que han aguantat.

2. Test de suspensid per les quatre extremitats (en angles, Four-limb hanging test i el
SOP: DMD_M.2.1.005) que mesura la forca d'adherencia. Els ratolins es col-loquen en una
reixa, on s'agafen i aguanten utilitzant les quatre extremitats. Després, la reixa es capgira
35 cm per sobre de la caixa contenint la superficie amortidora i es calcula el temps que
els ratolins aguanten fins a caure. S'utilitzen els mateixos criteris de temps i intents que

en |'altre assaig i se selecciona el temps més llarg que ha aguantat cadascun dels animals.
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3.5 Recollida de mostres dels ratolins

De cada animal es va recollir:

Sang, que es va extreure per puncid intracardiaca un cop l'animal estava
profundament anestesiat i abans del sacrifici per dislocacio cervical. D'aquesta sang
se'n va separar el plasma, centrifugant 10 minuts a 13.000 rpm i a 4°C.

Els dos gastrocnemis (GMG), un es va congelar en isopenta i submergir en OCT™
Compound (7issue-Teck) per poder realitzar talls en criostat, col-locat en orientacio
transversal. L'altre directament es va congelar en nitrogen liquid. De la mateixa
manera es van processar els dos quadriceps. En alguns casos, també es van extreure
els tibials anteriors.

Altres musculs afectes com el diafragma i el cor es van congelar directament en
nitrogen liquid.

| els altres organs (testicles, fetge i cervell) van ser congelats i preservats en cas de

necessitar-los per futurs estudis.

Les mostres congelades directament en nitrogen liquid es van conservar a -80°C i els

plasmes es van conservar a -20°C fins el moment de la seva utilitzacio.

3.6 Mesura dels nivells de CK i estradiol

Les mostres de plasma de cada ratoli van ser enviades al Servei de Bioquimica Clinica

Veterinaria de la Universitat Autobnoma de Barcelona per a que es realitzés la mesura dels

nivells de CKs, d'estradiol i de testosterona en serum. L'assaig de CK es realitza utilitzant

I'Olympus System Reagent (Beckman Coulter) i I'aparell Olympus Analyzer AU400SR. La

mesura de 17B-estradiol es va realitzar amb un comptador quimioluminiscent /mmulite

utilitzant un kit d’ELISA /mmulite Estradiol de Siemens Healthcare Diagnostics.
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3.7 Estudi histologic del mascul

En aquests estudis es va analitzar el muscul quadriceps perque és forca accessible, esta
present per duplicat i és funcionalment molt actiu. A més de tot aixo, el grup té una
amplia experiencia en I'analisi histologic d'un altre teixit muscular molt estudiat en
aquesta patologia, el Gastrocnemi (GMG)'*"'%8,

Per poder dur a terme I'estudi histologic, es col-locava el muscul quadriceps sobre la
platina del criostat adherint-lo amb OCT™ Compound (7issue-Teck). Les seccions
seriades es van obtenir en criostat Microm HM5O05E (Thermo Fisher Scientific). Es van
realitzar seccions de 10 ym, rebutjant-ne les 50 primeres i es van recollir les seglients en
diferents porta-objectes, alternant els porta-objectes de forma que els talls no son
consecutius i es produeix una diferencia de um determinada entre seccions. Les seccions
es van fixar sobre els porta-objectes tractats amb Polysine Slides (7hermo Scientific) per

millorar I'adherencia.

Es va utilitzar la tincid6 d’hematoxilina-eosina (H-E) per a la histologia descriptiva. Va
consistir en una tinci6 amb hematoxilina de Harris i després amb eosina groguenca,
seguides d'una deshidratacio en concentracions creixents d'alcohols i finalment xilens. El
muntatge final es va realitzar amb DPX mounting méedium (Sigma Aldrich). Amb aquesta
tincid, es valora l'aspecte del muscul i es poden apreciar les caracteristiques de les fibres

musculars, la presencia d'infiltrat inflamatori, i la preséncia o absencia de fagocitosi.

Per observar I'acimul de calci en les fibres, es va utilitzar la tincié Alizarin Red S (Abcam),
un compost que reacciona amb el calci i tenyeix el teixit amb una coloracio roig-
ataronjada.'*"*° | per identificar la fibrosi es va emprar la tincié del Tricromic de Masson.
Es van fer fotografies de les preparacions a 10X o 20X en un microscopi invertit FSX100
Olympus i/o amb un microscopi convencional BX61 Olympus. Finalment, es van analitzar

les imatges amb I'ajuda del Software Image).
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3.8 Analisi d'expressié génica per Microarrays
Per tal de comprovar si els tractaments provocaven una variacié de I'expressio genica de
factors capacos de modificar la progressié de la malaltia, es va realitzar un analisi

d’expressio genica en el muscul quadriceps mitjangant microarrays. Per fer aquest analisi

es van utilitzar 4 animals tractats amb estradiol i 4 animals amb placebo.

3.8.1 Preparacié dels teixits

Primer de tot, es van triturar els teixits, polvoritzant el mdscul en un morter amb la ma
de morter, afegint nitrogen liquid per evitar que es descongeli el teixit. Quan estava tot
suficientment triturat, es va recollir el polsim amb I'ajuda d'una espatula i d'una punta de
pipeta i es va col-locar en tubs eppendorf (en funcié de la quantitat de teixit triturat) que
previament s'havien refredat en nitrogen liquid. Es van preparar un minim de dos tubs

eppendorf, un per a l'extraccié d’ARN i I'altre per la de proteina o altres estudis posteriors.

3.8.2 Extraccié d’ARN total

Es va realitzar I'extraccié d’ARN total de les mostres afegint 1 ml de reactiu TRizol®
(/nvitrogen) per cada 50-100mg de cada mostra, fent passar tota la mostra amb el TRizol
a través de xeringues de diferent calibre fins que passés tot per la xeringa més estreta
(de 27G, de BD Microlance™ 3) i sense dificultats. Es va centrifugar a 12.000G durant 10
minuts a 4°C per eliminar el material biologic no desitjat, per, a continuacio, agafar el
sobrenedant sota campana i deixant-se a temperatura ambient 5 minuts.

Tot seqguit es va fer la separacio per fases. Es va afegir 200ul de cloroform per cada ml de
Trizol sota campana, es va sacsejar el tub durant uns segons i es va deixar reposar un
parell de minuts a temperatura ambient. Es va centrifugar a 12.000G durant 15 minuts a
4°C per crear les tres fases on es trobava el sobrenedant que contenia I'ARN total, la
interfase que contenia I'ADN i la fase inferior que contenia els productes utilitzats amb
les proteines.

A continuacio es va procedir a fer el traspas d’ARN a columnes del kit RNeasy® Micro Kit
de Qiagen. Primer es va agafar el sobrenedant, es va col-locar en un altre tub, calculant
el volum, i s’hi va afegir el mateix volum d’etanol al 70%. Després de vortejar-ho per

barrejar, es va traspassar 700ul de la mostra a una columna Qiagen, que contenia un
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filtre, col-locada sobre un tub col-lector. Es va centrifugar a 10.000rpm 15 segons i
descartar el filtrat. Si el volum de la mostra excedia de 700ul, es feia el mateix amb el
volum restant.

Un cop I'’ARN s’havia traspassat al filtre de la columna, calia fer la neteja de 'ARN amb
DNAsa, per tal d'eliminar les possibles restes d’ADN. Es van rentar les columnes amb les
solucions tamp¢ del kit i es va centrifugar després de cada rentat. A continuacié s'hi va
afegir DNAsa a la membrana silica-gel de la columna, deixant-la actuar 15 minuts.
Després es va netejar 'ARN amb les solucions tampd i etanol, seguint el protocol del kit.
Finalment, es va fer I'elucié final de I'ARN, on es substituia el tub col-lector per un tub
identificat i es va afegir el volum desitjat d'aigua RNAsa free sobre la membrana silica-
gel, on es trobava adherit I'’ARN. Es va centrifugar a maxima velocitat durant un minut, i
el que es va obtenir al tub és I'ARN diluit.

Per acabar, es va quantificar mitjancant el Nanodrop amb absorbancies de ratio 260/280,

la qual havia d'estar al voltant de 2.

3.8.3 Microarrays d'expressio

L'estudi d'expressié es va portar a terme al Parc Cientific i Empresarial de la UMH, Elx
(Alacant), a Bioarray S.L. Les mostres analitzades van ser de 4 animals placebo i 4, tractats

amb 17B-Estradiol.

3.8.4 Analisi bioinformatic

Les dades obtingudes de I'estudi per microarrays va ser processada amb el software
Agilent Feature Extraction v10.7. L'analisi bioinformatic va ser realitzat a Bioarray S.L. amb
Bioconductor utilitzant els paquets d'analisi: limma, Marray, pcaMethods, GOstats,
RankProd i GSEABase. Abans de I'analisi, els punts marcats per estar fora de rang van ser
filtrats i retirats. Les dades no processades van ser normalitzades amb el métode
normexp implementat al Limma i normalitzat amb quantils. Els gens diferencialment

expressats van ser identificats per dos analisis:
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- En el primer analisi, les dades normalitzades es van ajustar a un model lineal i a un
model bayesia empiric a fi d'extreure els gens amb expressio diferencial significativa,
realitzant un test parametric, Limma. Al fer-ho, es van eliminar les sondes control per
a la construccio del model. D'aquesta forma, es va construir la matriu de disseny, es
va extreure el contrast d'interes i es va obtenir el llistat de gens amb expressid
diferencial amb un p-valor ajustat inferior a 0,05 (95% de confianca estadistica).

- En el segon analisi, les dades van ser analitzades utilitzant un métode no-parametric
conegut com a rang de productes (RankProd). El que fa és crear un ranquing
d’'expressio de gens considerant com a fiables aquells que apareixen de forma
consistent en les posicions altes del ranquing, independentment de que hi hagi certa
variabilitat en els seus valors d'expressid entre les mostres. Aquest analisi és més

adequat quan es tenen dades sorolloses o amb certa variabilitat biologica.

Finalment, els gens infra i sobreexpressats van ser classificats en termes d'ontologia

utilitzant GOStats.™’

3.9 Comprovacié de I'expressié genica diferencial

3.9.1 Retrotranscripcié (RT-PCR)

Aquesta tecnica consisteix en transcriure 'ARN obtingut en cDNA, i es va realitzar
utilitzant SuperScript™ Ill RT de /nvitrogen (ThermoFisher Scientific). La reacci6 va tenir
lloc en un termociclador que ja s’havia programat previament amb les temperatures i els
temps necessaris per fer cada incubacié i continuar amb el procediment.

Primer es van preparar els components en un tub, que eren 1yl dels random primersi/o
oligodT, 3pl de '’ARN de la mostra (pot variar en funcié de la concentracio de la mostra,
ha de ser entre 10pg i 5ug d’ARN total), 1 pl de la mix de dNTPs i aigua esteril fins a
arribar als 13pl. Es va incubar al termociclador a 65°C durant 5 minuts i es va recollir els
tubs en gel durant un minut. Després es van afegir els components segients, 4pl de
tampd 1X First Strand, 1ul de 0,1M DTT, 1ul de RNAseOUT™ (inhibidor recombinant de

RNAses) i 1ul d’enzim SuperScript™ Ill RT i es va barrejar bé. Finalment es va tornar al
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termociclador a 25°C durant 5 minuts, i es va deixar per acabar els altres cicles a 50°C

durant 50 minuts, i a 70°C durant 15 minuts més, per inactivar la reaccio.

3.9.2 PCR a temps real (qPCR)

Amb aquest metode es pretenia quantificar I'expressié de diferents gens, analitzant el
resultat que s'obté en cada cicle, a temps real. Es va realitzar en una placa de 96 o de 384
pous (Applied Biosystems, ThermoFisher Scientific), per aixd és recomanable fer una
plantilla abans de comencar, per saber que anira a cada pou.

Per dur a terme la reaccié es va utilitzar SybrGreen (Thermofisher Scientific), que és un
colorant fluorescent no especific que s'associa amb I'ADN, pel que la fluorescencia emesa
és proporcional a la quantitat de copies noves formades de I'ADN. L'analisi segueix el
métode ddCt'*2

Primer es van diluir les mostres de cDNA amb aigua esterilitzada, ja que cada mostra es
va fer per duplicat o triplicat, per fer una mitja i descartar valors poc concloents. Es van
posar 2ul de la mostra a cada pou per les plaques de 96 pous i 1ul per les de 384. A més,
es va afegir una mostra addicional per amplificar un gen control, I'expressio del qual és
ubiqua i no variava en les diverses condicions a comparar. D'aquesta manera, es van
normalitzar els valors per la quantitat d’ARN total de cada mostra.

A continuacio es va preparar la barreja corresponent per a cada gen, que contenia les

proporcions representades a la seglent taula:

Taula 9: Quantitat de reactius afegits a cada pou.

96 pous (25ul totals) 384 pous (10ul totals)
2ul ADNc 2ul ADNc
1yl primer Fu? 1yl primer Fu?
1yl primer RV2 1ul primer RV2
12,5ul Sybr Green Sul Sybr Green
8,5ul Aigua destil-lada 1ul Aigua destil-lada

(A) Primer Forward (Fw) en cadena 5'. (B) Primer Reverse (Rv)
en cadena 3'.
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Finalment es va tapar la placa amb una tapa transparent d'un sol Us, es va fer una
centrifuga i es va analitzar amb I'aparell de PCR a temps real corresponent, ABI PRISM®
7000 (per la placa de 96 pous) o ABI PRISM® 7900 (per la placa de 384 pous) (Applied
Biosystems) on es va aplicar el programa universal de gPCR. Els primers (taula 10) usats

van ser extrets de les bases de dades gPrimer Depot o Primerbank i sintetitzats a

StabVida.
Taula 10: Primers usats per la quantificacié de I'expressié dels gens d’interés en ratoli.
Gen

Gen d'interés Primers? d'interés Primers?

Fw CTCAGATGAAGCCAACCACG Fw GGTCAGGGACAGGGTCAGTA
NGFR (p75) SERCA2a

Rv GGGCGTAGACCTTGTGATCC Rv CTGGTGATATAGTGGAAATTGCTG

Fw ATTCACAGAGGCAGCCTAGC Fw TGAAGACAGGGGCCTTTTTG
Drp2 Bax

Rv AGACCAACTGTGGAGCATCA Rv AATTCGCCGGAGACACTCG

Fw CTCAGGTTTGAAGCTGGCTC Fw ATGCCTTTGTGGAACTATATGGC
Wisp2 Bcl2

Rv GCTGGGCATACACCATTGAGA Rv GGTATGCCACCCAGAGTGATGC

Fw CTGGACAGCCAGACACTAAAG Fw CCTCCCGCCTTCTACAGGT
MMP-9 ERa

Rv CTCGCGGCAAGTCTTCAGAG Rv CACACGGCACAGTAGCGAG

Fw AGCTTTCTATACTGGCCGCA Fw CTGTGCCTCTTCTCACAAGGA
NGF ERB

Rv TCTCCTTCTGGGACATTGCT Rv TGCTCCAAGGGTAGGATGGAC

Fw TCAAGCGCCAGGACATCATT Fw CTGGACCAGAGACCCTTTGC
TrkA IGF1

Rv TTGACAGCCACGAGCATCTT Rv  GGACGGGGACTTCTGAGTCTT

Fw TGAGTCTCCAGGACAGCAAA Fw CCACTCCGGGACATAGACTTG
Bdnf MyoD1

Rv GACGTTTACTTCTTTCATGGGC Rv  AAAAGCGCAGGTCTGGTGAG

Fw CGGATGCCATGGTTACTTCT Fw GAGACATCCCCCTATTTCTACCA
Ntf3 Myog

Rv AGTCTTCCGGCAAACTCCTT Rv GCTCAGTCCGCTCATAGCC

Fw TCCTCACTCTGGGACTGGG Fw AGTGGATCTAAATGAGGGCAGT
Ntf4/5 Mstn

Rv AGCCGGGGGAGCAGAGAAG Rv GTTTCCAGGCGCAGCTTAC

Fw GTGGGTTCCAGAAAGCAAAG Fw TCTCCAAGATTCTGTGCCGAT
Ryr1 Pax7

Rv CGAGGACGAGGTCCAGTTT Rv CGGGGTTCTCTTCTCTTATACTCC

Fw AGCCAGTGATGGAGAACTCG Fw AGGTCGGTGTGAACGGATTTG
SERCA1a GAPDH?

Rv AGACCCTGGGCTGTACCTCT Rv TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA

. Fw AGGGTTCGATTCCGGAGAGG

S18

Rv  CAACTTTAATATACGCTATTGG

(A) Primer utilitzats amb orientacié 5'>3'". (B) Gen control utilitzat perla quantificacié real de les mostres.
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3.10 Analisi proteic

3.10.1 Extracci6 de proteines

El primer pas és comu a l'extraccié d’ARN, la trituracioé del mascul quadriceps o diafragma
en el cas dels ratolins o d'una porcid de biopsia en el cas de les mostres humanes. Tot el
procés té lloc en gel i es va realitzar afegint tampo de lisi RIPA (preparat a partir de Trizma
Base, Clorur de sodi, SDS, NP-40 i acid deoxicolic) amb inhibidors de proteases (7hermo
Scientific) i inhibidors de fosfatases (Roche). Es va afegir a rad de 200ul per cada 50mg
de teixit. Tot seqguit, es va fer passar a través de xeringues de diferents calibres fins que
passi tot per la xeringa de calibre més petit i sense dificultats, i es va col-locar en un
agitador a la cambra freda (a 4°C) tota la nit (O/N). Al dia seglient es van centrifugar les
mostres durant 10 minuts a 4°C i a 13.000 rpm, i es va recollir el sobrenedant en un tub

nou.

3.10.2 Quantificacié de proteines
Es va portar a terme mitjangant la creacié d'una recta patré amb BSA, utilitzant el DC
Protein Assay kit de Biorad, seguint les instruccions de la casa comercial i es va llegir

I'absorbancia a 750nm.

3.10.3 Analisi per electroforesi de proteines

3.10.3.1 Preparacio de les mostres

Les mostres, mantingudes en gel, es van preparar segons la concentracié que desitgem,
que normalment és de 20ug de proteina per mostra i pou, diluint-les amb RIPA amb
inhibidors de proteases i fosfatases. Després s'hi va afegir tampd de carrega (Laemmli
buffer TRIS 250mM (pH 6.8), 6,5mI TRIS 1M (pH 6.8), SDS 10% , Bromophenol blue 0,5%,
Glicerol 50% i B-mercaptoetanol en el moment d'utilitzar-lo), es van desnaturalitzar les

mostres durant 5 minuts a 95°C i es van passar rapidament al gel.
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3.10.3.2 Tecnica del Western Blot

Per dur a terme aquesta técnica es van utilitzar dos tipus de gels desnaturalitzants

d'acrilamida per a la separacio de les proteines:

- Per proteines de pes molecular molt elevat, i que permeti I'Gs d'una proteina de més
baix pes com a marcador de carrega, es van utilitzar gels de gradient comercials (Mini-
Protean® TGX™ Gels 4-15% de Biorad).

- Per proteines de pes molecular més petit, es van preparar gels d'acrilamida de
percentatge variable (depenent de la mida de la proteina a detectar), seguint les
instruccions de les receptes tradicionals. Aquests gels tenen dues parts: resolving i
stacking, que sén preparats amb bis-acrilamida, aigua, tamp6 Tris 1.5M (pH=8.8) pel
Resolving o tampo Tris 0,5M (pH=6.8) per I' Stacking, 10% SDS, 10% persulfat d’amoni
(APS) i tetrametiletile diamina (TEMED).

El gel es va cérrer en tampo d'electroforesis (24mM Tris base, 191TmM glicina i 3,4mM

SDS) a 100V constants durant, aproximadament, 1 hora i mitja, en una cubeta i font

d'alimentaci6 PowerPac300 (BioRad). A continuacio, el gel es va transferir a una

membrana PVDF (ThermoScientific, en una cubeta de transferéncia (BioRad),
mantinguda en gel i/o a la cambra freda (4°C), amb tampé de transferencia (24mM Tris
base, 200mM glicina i 20% de metanol) a 400mA constants durant 1 hora (si les proteines

son de baix pes molecular o és un gel comercial) o 3 hores (si son d'alt pes molecular). A

I'acabar la transferencia, es van tenyir les membranes amb Ponceau (Sigma Aldrich), per

comprovar la correcta transferencia i es va eliminar la tincio rentant les membranes amb

aigua destil-lada.

A continuacié, es va bloquejar la membrana amb llet descremada (Difco) al 5%, diluida

en PBS-T, durant 1 hora en agitacio constant i a temperatura ambient. Després, es van

realitzar tres rentats de 5 minuts de les membranes en PBS-T i es van incubar les
membranes amb |'anticos primari especific per la deteccio de la proteina d'interes, diluit
en PBS-T, durant tota la nit (O/N), a la cambra freda (4°C) i a la noria.

Un cop la membrana s'havia incubat amb I'anticos primari, es va rentar tres vegades

durant 5 minuts amb PBS-T i es va incubar amb l'anticos secundari conjugat amb

peroxidasa de rave picant (HRP), diluit en llet al 5% en PBS-T durant 1 hora a temperatura

ambient. A la taula 11 s’hi llisten els anticossos primaris i secundaris utilitzats.
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Taula 11: Anticossos utilitzats per WB al llarg dels experiments.

Anticos Hoste Casa comercial Dilucié
p75NTR conill 07-476 - Millipore 1:1000
Ryr1 ratoli ab2868 - AbCam 1:2000
PAX7 ratoli Pax7 — Developmental Studies Hibridoma Bank 1:10
MyoD conill sc-760 - Santa Cruz 1:100
Dysl ratoli NCL-DYS1 - Novocastra 1:250
CypAA conill BML-SA296 — Grupo Taper 1:10.000
a-ratoli HRP conill P0260 - Dako 1:5000
a-conill HRP cabra P0448 - Dako 1:5000

(A) Anticos de la proteina utilitzada com a control de carrega.

La membrana es va revelar durant 5 minuts amb la solucié Western BrightECL (Advansta),
substrat de la reaccié6 d'HRP. Aquesta reaccid és quimioluminescent, pel que depenent
de la quantitat d'HRP que hi hagi a la membrana, es generara més o menys Illum. Els
revelats es van visualitzar mitjangant |'exposicio de films (Medical X-Ray films blue,
Thermofisher Scientific) i/o amb I'aparell Odissey Fc i es van quantificar els nivells de la
proteina estudiada i del control de carrega amb el software d'/mage/ 1.6

(http://rsb.info.nih.gov/ij/download.html).

3.11 Analisi per immunofluorescencia

Per identificar la localitzaci6 de les proteines d'interes es va utilitzar la
immunofluorescencia en les seccions histologiques de muscul muri o huma (proveits pel
Servei d’Anatomia Patologica de I'Hospital Universitari Vall d'Hebron).

El protocol estandard que es va utilitzar per la tecnica d'immunofluorescéncia consistia
en:

Deixar atemperar durant 15 minuts els portaobjectes a temperatura ambient i es van
envoltar les seccions amb DAKO pen (Dako) per emmarcar-los d'una pel-licula que
repel-leix els liquids. Es van fixar les seccions de teixit amb paraformaldehid al 2% durant

5 minuts i a continuacid, es va procedir a la permeabilitzaci6 amb PBS1X:Trité 0,1%

83

(Vo)
i |
<
(a4
L
<
s

(%9
L
8
=
-
=



http://rsb.info.nih.gov/ij/download.html

g
<0
E5
L=
=

durant 20 minuts.. Amb el tritd s'aconsegueix digerir les membranes de les cél-lules per
permetre una millor exposicid de les proteines.

Seguidament s'incubaren les seccions durant 1 hora amb una solucié bloqueig composta
de 5% d'albumina de serum bovi (BSA) i el 5% de serum de cabra dissolta en PBS1X:Trito
0,1%. Seguidament es va incubar amb I'anticos primari a la dilucié determinada segons
la casa comercial o experiéncia previa, dissolta en solucié de bloqueig i es va deixar
incubar un temps variable en funcié de I'anticos utilitzat (taula 12).

Taula 12: Anticossos utilitzats per IF.

Anticos Hoste Casa comercial Dilucié
NGFR (p75) conill 07-476 - Millipore 1:100
Utrofina ratoli NCL-DRP2 - Novocastra 1:100
Distrofina conill ab15277 - AbCam 1:100

A continuaci6 es van rentar amb la solucié de PBS1x:Trité 0,5% durant 10 minuts tres
vegades per eliminar I'excés d'anticos i seguidament es van incubar amb ['anticos
secundari marcat amb fluoresceéncia, normalment a-mouse (Alexa Fluor® 594 goat anti-
mouse IgG ThermoFisher Scientific) i a-rabbit (Alexa Fluor® 488 goat anti-rabbit IgG o
Alexa Fluor® 594 goat anti-mouse IgG, ThermoFisher Scientific), a una dilucié de 1:500,
durant una hora i a les fosques per mantenir la fluorescencia.

Seguidament es van tornar a fer 3 rentats de 10 minuts i finalment es van muntar el
cobreobjectes, aplicant abans un parell de gotes de Vectashield Mounting Medjum amb
DAPI (Vector Laboratories) per tenyir els nuclis, i es va segellar el cobreobjectes. Les
imatges van ser capturades amb un microscopi confocal a 20X augments.

Sempre s'ha de fer un control d'anticossos secundaris de les immunofluorescencies, és a
dir, en algunes seccions es va posar només anticos secundari o cap anticos, per veure si

hi ha alguna reacci6 creuada, marcatge inespecific o autofluorescencia.
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3.12 Analisi estadistic

Per analitzar els resultats i comparar les possibles diferencies entre grups es va tenir en
compte si segueixen una distribucié normal o no, utilitzant el test Kolmogorov-Smirnov
quan el nombre de valors registrats (n) era superior a 30 i el test de normalitat Shapiro-
Wilk quan la n era inferior a 30. Aquests tests també proporcionen dades com la mitja,
la mitjana, la desviacié estandard i el rang interquartilic. La normalitat de la variable
determinara el test a utilitzar a continuacié, parametric (variables normals) o no
parametric (variables no normals).

Els experiments realitzats van consistir en la comparacié d'una variable categorica i una
variable continua, en dues o més de dues categories, pel que si totes les variables
segueixen una distribucié normal es van realitzar els tests parameétrics: unpaired t-testo
ANOVA d'una via amb el test de comparacié multiple de Tukey. Pero si alguna variable
no seguia una distribucid normal, llavors s'aplicaven els tests no-parametrics: Mann-
Whitney o el test de Kruskal-Wallis amb el test de comparacié multiple de Dunn.

La representacié dels resultats es va realitzar indicant la mitjana +/- la desviacid
estandard en el cas de les variables normals, i la mediana juntament amb el rang
interquartilic per a les variables no normals. A les grafiques I'estadistica es descriu en
funcid del p valor resultant del test utilitzat en cada cas, sent: * p<0.05, **p<0.01 i ***
p<0.001.

Els analisis es van realitzar utilitzant el software Graphpad Prism 7.
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3.13 Diagnostic molecular

3.13.1 Diagnostic clinic

El laboratori on s'ha realitzat aquesta tesi esta associat al Servei de Neurologia Pediatrica
de I'Hospital Universitari Vall d’'Hebrdn. Aquest servei porta el seguiment de pacients
amb malalties rares i complexes, moltes de les quals precisen d'un diagnostic acurat per
a poder oferir una atencio personalitzada, un pronostic, opcions terapeutiques i consell
genétic familiar en cas de ser requerit. Es per aixd que, en els Gltims anys s'han introduit
les técniques de NGS per I'estudi de les causes genetiques d'aquestes patologies i més
concretament, dels trastorns neuromusculars pediatrics (NMD).

Préviament a l'aplicacié de les tecniques de NGS, cal de la intervencié de moltes
disciplines que ajuden a dirigir el diagnostic. Es tenen en compte: la historia clinica
familiar, el fenotip del pacient, la progressié de la malaltia, els resultats analitics, les
troballes de I'electromiograma, el patré d'afectacié de determinats grups musculars a la
ressonancia magneética i les dades que proporciona la biopsia muscular. Tota aquesta
informacié en conjunt pot dirigir-nos cap a un gen o grup de gens concret.

A la taula 13, es recullen les dades cliniques dels 38 pacients analitzats en aquest treball

i els gens candidats als que ens dirigeix el diagnostic clinic, ordenats per patologies.
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Taula 13: Recull de dades cliniques dels pacients analitzats.

Pacients

Trets clinics caracteristics

Hipotonia congeénita.
Retard motor. Ptosis.
Debilitat facial i proximal
> distal. Amiotrofia.
Arefléxia. Afectacio
musculatura respiratoria.
Hiperlaxitud distal lleu,
debilitat proximal cintura
escapular y pélvica
moderada, deambulacié
independent, lleu
hipomomia.

Hipotonia y debilitat
generalitzada. Atrofia
muscular generalitzada.
Balang articular lliure i
indolor. Disminucié de
forca muscular de
predomini proximal.
Inici promers dies de vida
amb debilitat facial, axial
i d'extremitats, paladar
ojival, alteracio de la
deglucid i insuficiencia
respiratoria per
microaspiracions.
Posteriorment estat
mental normal, debilitat
facial, proximal i distal
d’extremitats.

* La taula segueix a la pagina seglent.

Evolucié
Empitjorament
primers anys
de vida,
després
estabilitat

Estable

Progressiu

Estable

Antecedents
familiars
Pares sans. No

consanguinitat.

No
antecedents

Pares sans. No

consanguinitat.

No
antecedents.

Pares sans. No

consanguinitat.

No
antecedents.

Pares sans. No

consanguinitat.

No
antecedents.

CK

Normals

Normals

Normals

Normals

Informe EMG

Miogen

Miogen

Miogen

Activitat
espontania i
patré miogen

Informe AP

Miopatia
centronuclear

Desproporcid tipus
de fibres

Predomini de fibres
tipus 1. Signes de
denervacié greu i
reinervacio
secundaria

Preseéncia de cossos
nemalinics

Informe RM

Atrofia muscular progressiva
bilateral i simetrica afectant
musculatura facial, avantbrag,
paravertebral lumbar, gluti
major, cuixes i compartiment
anterior cama

Infiltracié grassa predominant a
gluti major i tensor fascia laxa.

Lleu atrofia gluti bilateral amb
lleu infiltraci6 grassa.

Infiltraci6 grassa i atrofia
muscular molt greu a llengua,
ECM, glutis majors, quadrat

femoral, tibial anterior, bessons.

MATERIALS i

METODES

Gens
candidats
MTM1, BINT,
RYR1, DNM2,
TTN

No és
possible
orientacio
diagnostica

No és
possible
orientacio
diagnostica

TPM3, NEB,
ACTA1, TPMZ2,
TNNT1,
KBTBD13,
CFL2, KLHLA40,
KLHLA41,
LMOD3,
MYPN



Pacient

Trets clinics
caracteristics
Hipotonia, debilitat
axial i proximal
d'extremitats des del
primer any de vida.
Hiperlaxitud.
Insuficiéncia
respiratoria
diafragmatica)
Hipotonia i
hiperlaxitud distal No
contractures articulars.
Debilitat distal a
extremitats superiors i
proximal a inferiors
Estat mental normal.
hipomimia facial lleu,
debilitat facial,
proximal i distal
extremitats inferiors.
No afectaco
respiratoria ni
deglutoria.

Hipotonia i debilitat
des del naixement amb
progressié als primers
anys de vida.
Hipomimia facial, ptosi,
oftalmoplégia,
hipotonia i debilitat
axial i d'extremitats
severa. Afectacié
respiratoria i deglutoria

Evolucié

Escoliosi

progressivaDebilitat

curs estable

Estable

Estable

Progressiu primers
dos anys despres
estable

Antecedents
familiars

Pares sans. No
consanguinitat.

No antecedents.

Pares sans. No
consanguinitat.

No antecedents.

Pares sans. No
consanguinitat

Pares sans. No
consanguinitat

CK

Normals

Normals

Normals

Normals

Informe
EMG
Miogen

Miogen lleu

Miogen i
destruccié
muscular
aguda

Miogen i
signes de
destruccié
muscular
aguda

MATERIALS i

METODES

Informe AP

Canvis minims
inespecifics. Fibrosi.
Distorsio patro
intermiofibril-lar.
Variacié mida fibres

Miopatia Central
core, Miopatia distal

Miopatia nemalinica
(variabilitat de la
mida de les fibres,
diposits nemalinics,
nuclis centrals 10%)

Absencia d'infiltrat.
Nuclis centrals (25-
35%). Halo pal-lid
subtelomeric.
Variabilitat mida
fibres.

Informe RM

Afectacié severa
musculatura cintura
pelvica i cuixes amb
substitucio grassa i
perdua de volum

Atrofia muscular
bilateral i simétrica de
cuixes i compartiment
posterior de cames.

Infiltraci6 grassa
bilateral i simétrica de
tibial anterior, flexor
comu dels dits, bessons
i soli. Edema muscular a
bessons. Atrofia
musculs temporals.

Ventriculomegalia
supratentorial estable.
Probable fibromatosis
coli del ECM dret.

Gens candidats

Inicialment, tots
els de CM o CMD,
posteriorment,
SEPN1

No clars

TPM3, NEB,
ACTAT, TPM2,
TNNT1, KBTBD13,
CFL2, KLHL40,
KLHL41, LMOD3,
MYPN

RYR1, DNM2,
BIN1, MTM1



Pacients Trets clinics caracteristics

9 Fenotip coincident amb el
déficit de Ryr1

10 Hiperlaxitud, ptosi, paladar
ojival, transtorn masticacié i
debilitat lleu estable.

11 Fenotip coincident amb un
déficit de Ryr1

12 Hipotonia congénita, debilitat
i hiperlaxitut articular i ptosis.
Apnees neonatals i multiples
infeccions respiratoria

* La taula segueix a la pagina seguent.

Evolucié

Progressié
lenta

Empitjoram
ent primers
anys de
vida,
després
estabilitat
Progressiu

Progressiu

Antecedents
familiars

Pares sans. No
consanguinitat

Pares sans. No
consanguinitat

Pares sans.
Consanguinitat

Pares sans. No
consanguinitat

CK

Normals

Normals

Normals,
ocasional
ment
elevades

Normals,
ocasional
ment
elevades

Informe

EMG

Mostra enviada des de I'Hospital de Sant Pau

Miogen

Informe AP

Informe RM

Variabilitat mida
de fibres. Nuclis

centrals
freqlents.

Mostra enviada per la Dra. Quijano.

Miogen

Miopatia
centronuclear

Atrofia difusa i infiltraci6 grassa
bilateral i simétrica afectant
musculatura: facial,
paravertebral, glutis, cuixes i

cames

MATERIALS i

METODES

Gens candidats

RYR1

RYR1, MTM1,
DNM2, BIN1-
No clars

RYR1

RYR1



Pacients Trets clinics caracteristics

13 Hipotonia i debilitat axial
i de cintures. Hiperlaxitud
marcada. atrofia
muscular. Peus varos.

14 Hipotonia axial, i paladar

alt. Fenotip peculiar
(retrognatia, arrel nasal
plana, Implantacié baixa
orelles amb alteracio plec
Iobul i lleu desviacid
comisura bucal a I'esquerra
durant el plor).

15 Microcefalia. Bona
comprensio, vocabulari
escas, algun bisilab, ptosis,
no oftalmoplegia, boca
oberta, paladar alt amb
hipertrofia, hipotonia axial i
periferica, no contractures
articulars, arefléxia i
masses musculars toves.
Desplagament reptant,
s'aixeca amb ajuda.

16 Hipotonia generalitzada,
amiotrofia, debilitat axial
i proximal d'extremitats.

* La taula segueix a la pagina seglent.

Evolucid

Empitjorament
primers anys de
vida, després
estabilitat

Inicialment
progressiu

Empitjorament
primers anys de
vida, després
estabilitat

Debilitat
diafragmatica
(VNI). Escoliosis

Antecedents
familiars

Pares sans. No
consanguinitat

Pares sans. No
consanguinitat

Pares sans. No
consanguinitat

Pares sans. No
consanguinitat.
No antecedents.

CK

Normals

Normals

Normals

Normals

Informe Informe AP

EMG

Miogen Nuclis

amb signes  centrals

de

destruccio

muscular

aguda

Miogen Presencia
de nuclis
centrals

Miogen Normal

Miogen Variabilitat
mida fibres

MATERIALS i

METODES

Informe RM

Ventriculomegalia dismorfica
supratentorial valvulada. Chiari 1.
Augment massa intermitja, defecte
parcial falg cerebral. Discretes
lesions encefalomalaciques
periventriculars, corones radiades i
nuclis dentats. Atrofia i infiltracio
grassa muscular, sobretot glutis
majors, semitendinds, sartori,
gracilis, adductors majors i extensor
comu dels dits

Discreta atrofia de pterigoidals
laterales, biceps braquial,
compartiment anterior de I'avantbrag,
paravertebral lumbar, gluti, vast
intern, cap llarg del biceps femoral.

Infiltracid grassa dels pterigoidals.
Edema del centre del vas lateral,
biceps i compartiment posterior.

Atrofia musculatura paravertebral,
compartiment posterior cuixes i
panxells. Abséncia de m. sartori

Gens candidats

DES,
CRYAB,TTN

DNM2, MTM1,
BIN1, RYR1

Tots els de CM
i CMD. Revisio
primer de
DNM2, després
dels relacionats
amb M.
Nemalinica.

SEPN1



Pacients

17

18

19

20

Trets clinics caracteristics

Debilitat axial i proximal
d’'extremitats Hiperlaxitud
distal amb contractures
articulars proximals.
Debilitat de musculatura
respiratoria

Debilitat proximal
d'ambues cintures, de
predomini a cintura
pelvica i a compartiment
posterior de membres
superiors

Debilitat proximal de
cintures, d'inici a la
primera decada, lleu
hipomimia facial i debilitat
orbiculars.

Hipotonia i debilitat de
predomini axial.

* La taula segueix a la pagina seguent.

Evolucié

Progressiu

Lentament
progressiu

Progressiu

Progressiu

Antecedents
familiars
Pares sans. No

consanguinitat.
No antecedents.

Pares sans. No

consanguinitat.
No antecedents.

Pares sans. No

consanguinitat.
No antecedents.

Pares sans. No

consanguinitat

CK

Normals

Normals

Normals

Normals

Informe EMG

Miogen

Miogen

Miogen amb
signes de
destruccié
muscular
aguda

Miogen amb
destruccié
muscular
aguda

Informe AP

Variabilitat mida
fibres, predomini
fibres tipus |,
fibrosis i nuclis
centrals ocasional

Variaci6 de la mida
de les fibres, nuclis
centrals, fibrosis
endomisial
moderada

Variacié mida de les
fibres. Fibres petites
angulars amb molta
coloracié per
menadiona i
ATPasa.

Absencia de
merosina

Informe RM

Afectacié muscular
generalitzada i simétrica amb
pérdua de volum muscular i
marcats signes de substitucio
grassa. Signe de roller cake

Atrofia muscular i infiltracié
grassa bilateral i simetrica
destacant preservacié de
I'extrem distal del psoas i dels
musculs obturatrius i priforme.
Bandes radials i verticals a
deltoides i triceps.

Afectacié muscular difusa amb
distribucié perxejada simétrica.
A les EEll afectacio isquiotibials
amb preservacio parcial del
quadriceps, sartori i adductors.

Discreta atrofia bilateral i
simétrica de gluti mig, recte
anterior, adductor major,
semitendinds i més greu a
peroneal i solis. Edema
deltoides i triceps.

MATERIALS i

METODES

Gens
candidats
COL6AT,
COL6A2,
COL6A3

COLGAT,
COL6AZ,
COL6A3

Tots els
gens
associats a
LGMD

LAMA2



Trets clinics
caracteristics

21 Hipotonia,
hiperlaxitut,
debilitat muscular
i retras motor

22 Debilitat i
alteracié de la
marxa.

Pacients

23 Debilitat distal
progressiva d'EEIl.
Hiporeflexia

24 Debilitat de
cintures

Evolucié

Progressiu

Progressiu

Progressiu

Progressiu

* La taula segueix a la pagina seglent.

Antecedents
familiars

Pares sans. No
consanguinitat

Pares sans. No
consanguinitat

Pares sans. No
consanguinitat

Pares sans. No
consanguinitat

CK

Normals

Normals

Elevades

Elevades

Informe EMG

Miogen

Miogen

Miogen amb
signes de
destruccio
muscular
aguda

Fet a un altre
centre, no
informes

Informe AP

Distrofia
muscular

Distrofia
muscular

Infiltracid
adiposa, atrofia i
fibrosis.
Variabilitat mida
fibres.

Distrofia
muscular

MATERIALS i

METODES

Informe RM

Normal

Discreta infiltracio adiposa dels musculs
subescapulars, gluti major i mig,
quadriceps, semitendinds, cap llarg del
biceps femoral, adductor major i de
compartiment lateral i posterior de
cames.

Afectacié muscular bilateral i simétrica
que afecta practicament tots els grups
musculars, més severa a nivell de cintura
pélvica i part proximal de cames on
s'observa severa substituci6 grassa
Atrofia muscular difusa, bilateral i
simétrica a musculatura del coll, cintura
escapular, bracos, costelles,
paravertebral i glutia (preservacié de
sartori i gracilis) i cames (predomini
posterior i lateral). Ede,a muscular
moderat.

Gens candidats

COLGAT,
COL6AZ,
COL6A3

COL6AT,
COL6AZ,
COL6A3

Gens
relacionats
amb LGMD.

Gens
relacionats
amb Distrofies
de cintures.



Pacients

25

26

27

28

Trets clinics
caracteristics
Lleu debilitat
d'extremitats.

Hipertrofia bessons.

Debilitat de
cintures
(pélvica>escapular)

Hipotonia
generalitzada,
pseudohipertrofia
de bessons,
retraccio aquilia
bilateral, Gowers
positiu

Debilitat de
cintures

Evolucid

Progressiu

Progressiu

Progressiu

Progressiu

* La taula segueix a la pagina seglent.

Antecedents
familiars

Pares sans. No
consanguinitat

Pares sans. No

consanguinitat

Pares sans. No
consanguinitat

Pares sans. No
consanguinitat

CK

Elevades

Elevades

Elevades

Elevades

Informe EMG

Miogen i
neurogen

Miogen

Miogen

Miogen

Informe AP

Canvis
distrofics.
Predomini
fibres tipus 1.
Reduccio de
caveolina i
abséncia de
calpaina.
Déficit de
marcatge per
distrofina tipus
2

Gran fibrosi
endomisial i
infiltracio
adiposa

Presencia de
nuclis centrals
(6%)

Informe RM Gens
candidats

Afectaci6 dels musculs: No clars

bessons interns, glutis majors,

paravertebrals, pectorals i

dorsals amples.

Atrofia muscular de Gens

predomini a la cintura relacionats

escapular, pectoral menor, amb LGMD.

paravertebral lumbar,

transversos, glutis i cuixes

Substitucié adiposa de la Gens

musculatura paravertebral, relacionats

pélvica i cuixes, preservant amb LGMD.

abdominal i bessons

Normal Gens
relacionats
amb LGMD.

MATERIALS i

METODES




Pacients

29

30

31

32

Trets clinics
caracteristics
Hiperckemia
asimptomatica

Laringomalacia
greu periode
neonatal, retard
motor, debilitat
amb periodes
d'empitjorament
Hipotonia i

debilitat congénita

severa.
Insuficiéncia

respiratoria (VMI)

Atrofia
generalitzada,
debilitat distal a
EESS i proximal i
distal a EEIl.

Evolucié

Progressiu

Progressiu
fins a inici del
tractament

Progressiu

Progressiu

* La taula segueix a la pagina segient.

Antecedents
familiars

Pares sans. No
consanguinitat.
Germana
bessona amb la
mateixa
simptomatologia

Pares sans. No
consanguinitat

Pares sans.

Consanguinitat

Pares sans. No
consanguinitat

CK

Elevades

Normals

Normals

Normals

Informe EMG

Miogen

Alteracio de la
transmissio
neuromuscular

Neuropatia
sensitivo-
motora molt
desmielinitzant

Polineuropatia
axonal
sensitivo-
motora

MATERIALS i

METODES

Informe AP

Alteracions
miopatiques.
Expressio
disminuida de
distrofina 3,
sarcoglica delta
i merosina.

No

NO

NO

Informe RM Gens
candidats

Normal No clars

No Gens associats
amb
miastenies
congeénites

Atrofia cerebel bilateral amb No clars

preservacio del vermis i del

tronc de I'encefal. Dubtosa

atrofia optoquiasmatica i dels

ganglis de la base. Discreta

ventriculomegalia

supratentorial i retard del patré

de mielinitzacio

supratentorial/hipomielinitzacio.

No atrofia muscular a EEII

No (RM cerebral normal) No clars



Pacients

33

34

35

* La taula segueix a la pagina seglent.

Trets clinics caracteristics

Insensiblitat al dolor.
Hipopaletésia bilateral 1>D,
sensi bilitat propioceptiva i
tactil normal. Arefléxia i
anhidrosi

Aquinesia fetal.
Artrogriposis distal.
Hipotonia. Amioplasia
d'extremitats. Arreflexia.
Abséncia de marxa
autonoma.

Artrogriposis distal,
contractures proximals i
distals, espina rigida,
escoliosis, amiotrofia,
arefléxia, debilitat facial,
anquilosis temporo-
mandibular, paralisis
supraversié de la mirada.

Evolucid

Inicialment
progressiu,
després
estable

Estable

Estable.
Escoliosis

Antecedents
familiars

Pares sans. No
consanguinitat

Pares sans. No
consanguinitat.

No antecedents.

Pares sans. No
consanguinitat.

No antecedents.

CK

Normals

Normals

Normals

Informe EMG

Neuropatia
sensitivo-
axonal amb
afectacié de
fibra fina
Miogen

Normal

Informe AP

No

Infiltracio adiposa
i fibrosis
endomisial.
Fibres petites i
variabilitat en la
mida de les
fibres.

Predomini fibres
tipus 1

Informe RM

No

Substituci6 grassa de la
musculatura de les
extremitats preservant
sartori, adductor llarg i
gracilis i parcialment psoas
y tibial anterior

Atrofia muscular difusa
bilateral i simétrica de la
musculatura de la cintura
escapular i pélvica,
paravertebral de predomini
lumbar, glutia i de forma
moderada regions
posteriors de les cames

MATERIALS i

METODES

Gens candidats

Gens associats
amb
insensibilitat al
dolori
anhidrosi.

No és possible
orientacio
diagnostica

No és possible
orientacio
diagnostica



Pacients

36

37

38

Trets clinics caracteristics

Artrogriposis i hipotonia

Atrofia muscular generalitzada
severa, debilitat musculatura
flexora i extensora del coll,
paravertebral, musculatura
proximal i distal de membres
superiors i inferiors. Arreflexia.
Hiperlaxitud dits i contractura
colzes i retraccio aquilia.
Retard global, ptosis bilateral,
sindrome dismorfic, trastorn
conductual, debilitat flexors
cervicals

Evolucié

Progressiu

Progressiu

Estable

Antecedents CK
familiars
Pares sans. Normals

Consanguinitat,
germa afecte i mort

Pares sans. No Normals
consanguinitat.

No antecedents.

Pares sans. No Normals

consanguinitat

Informe
EMG
Perdua
axonal
aguda
severa

Miogen

Normal

MATERIALS i

METODES

Informe AP

No

Variabilitat mida
fibres, nuclis
centrals, fibrosis
lleu, diposit lipidic
intersticial i fibres
vaquolades

No

Informe RM

Atrofia i infiltracid grassa de la
musculatura paravertebral
lumbar, glutis, sartori, gracilis,
compartiment posterior
cames sobretot solis i peus.
Atrofia muscular difusa coll,
avantbracos, cintura
escaspular, paravertebral,
intercostal, paret
abdominal, glutea, cuixes i
cames, sense edema
muscla. No edema.

No

Gens
candidats
No clars

No és
possible
orientacio
diagnostica

No clars



3.13.2 Diagnostic genetic

Les proves realitzades per cada pacient es recullen a la taula 14.

Taula 14: Relacié de pacients i patologies analitzades per NGS.

Trastorn Técnica de Trastorn Técnica de
Pacient NGS Pacient NGS
neuromuscular neuromuscular

1 CMA WESP/TSOF 20 CMD TSO

2 C™M WES/RF 21 CMD TSO

3 M WES/TSO/R | 22 CMD SO V0
<D0

4 C™M WES/TSO/R 23 LGMD¢ TSO % I-O-
= -
L=

5 CM WES 24 LGMD TSO =

6 C™M TSO/R 25 LGMD TSO/R

7 CM TSO 26 LGMD TSO/R

8 C™M TSO 27 LGMD TSO

9 CM TSO 28 LGMD TSO

10 C™M TSO/R 29 LGMD TSO/R

CM Miasténia

n TSO 30 congeénita TSO

12 CM TSO 31 Neuropatia TSO/R

13 CM TSO/R 32 Neuropatia TSO/R

14 CM TSO/R 37 Neuropatia TSO

15 CM TSO 34 Artrogriposi WES/R

B

16 CMD WES 35 Artrogriposi  "VES/TSOR

17 CMD WES/TSO 36 Artrogriposi TSO/R

18 CMD WES/TSO 37 M. Vacuolar WES/R

19 CMD WES 38 Hipertrofia TSO/R

(A) CM=Miopatia congénita (B) CMD=Distrofia Muscular Congénita (C) LGMD=Distrofies Muscular de Cintures
(D) WES=Exoma complet (E) TSO=TruSight One (F) R=Reanalisi
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3.13.3 Extraccié d’ADN de sang

Les mostres dels pacients i dels seus progenitors es van rebre al laboratori de Neurologia
Pediatrica de I'Institut de Recerca de la Vall d'Hebron (VHIR) on es va procedir a realitzar
I'extraccié d’ADN seguint el protocol estandard salted out que es va dur a terme en
diverses etapes.'*?

La primera d'elles és la lisis d'eritrocits que es va produir afegint a la sang una solucio
composta per Tris 2M, MgCl, 1M i Aigua MiliQ homogeneitzant la mostra, es va
centrifugar a 3.500rpm a 4°C durant 15 minuts i es va repetir el procés dos cops. El
sobrenedant es va descartar.

El segon pas consistia en la lisis de leucocits i obtencid dels nuclis i per aixo es va afegir
al pellet una barreja de 3 ml de WCLB (NaCl 5M, EDTA 0,5M, Tris 2M i Aigua MiliQ), 200ul
de SDS i 500l de Proteinasa K i es va deixar en agitacio en un bany d'aigua a 37°C tota
la nit.

A continuacid, se li va afegir TmL de clorur de sodi saturat a 5,5M i es va deixar reposar
a 4°C durant 15 minuts. Es va centrifugar a 3.500rpm a 4°C durant 15 minuts i es va
recuperant-se després per decantacio el sobrenedant en un tub nou, procés que es va
repetir un cop més. Amb aquest pas s'aconseguia la lisi dels nuclis.

El seglient pas va consistir en eliminar les proteines del sobrenedant pel que s'hi va afegir
el mateix volum que tenim en cloroform i es va produir la separacié per fases gracies a
I'agitacio i centrifugacio a 3.500rpm a 4°C durant 15 minuts. La fase aquosa superior es
va traspassar en un tub nou.

Llavors té lloc la primera precipitacié de 'ADN que es va aconseguir mitjancant I'addicio
de dos volums d'etanol absolut de forma que I'ADN precipitava en forma de medusa i
permetia el seu traspas a un tub nou on es dissolia en TE (Tris 2M, EDTA 0,5M i Aigua
MiliQ) una solucié que ajuda a preservar I'ADN, prévia evaporacio de les restes d'etanol.
L'dltim pas del procés va ser guardar els tubs a -20°C durant tota la nit i centrifugar a
3.500rpm durant 10 minuts per a fer baixar les restes d’ADN. Es va decantar el
sobrenedant, es va deixar assecar el pellet i es va dissoldre amb TE.

Les mostres finals es van quantificar amb el Nanodrop i es van emmagatzemar a -20°C

fins la seva utilitzacio.
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3.13.4 Extraccio d’ADN de saliva

En alguns casos, s'extreu I'ADN dels pacients a partir de la mostra de saliva amb els kits
de la casa comercial DNA Genotek. La saliva es va recollir en un recipient Oragene® que
contenia una solucié que preserva la mostra. El primer pas per I'extraccié va ser la
incubacio en una estufa a 50°C durant una nit.

Els segiients passos van tenir lloc amb el protocol del kit prep/T"L2P, afegint 40ul de la
solucio per cada mil-lilitre de saliva, es va barrejar bé i es va incubar 10 minuts en gel. Tot
seguit, es va centrifugar a maxima velocitat durant 4 minuts. Es va recuperar la fase
superior on hi ha el DNA dissolt i es va precipitar barrejant amb dos volums d'etanol
absolut. El precipitat resultant es va recuperar, es va deixar assecar i es va dissoldre en
TE.

En aquest procediment també hi ha una segona precipitaci6 que s'obtenia de la
centrifugacié, decantacié i dessecacié de la mostra.

Igual que en el protocol d'extraccié a partir de sang, les mostres resultants es van

quantificar amb Nanodrop i es van emmagatzemar a -20°C.

3.13.5 Tecniques de sequenciacié massiva (NGS)

Pel diagnostic dels pacients pediatrics afectes de trastorns neuromuscular es van utilitzar
dues aproximacions: I'Exoma complet (WES) o I'Exoma clinic (panell TruSight One,
Mumina).

1. Exoma complet: El processament i la seqlienciacio es van portar a terme al Centre
Nacional d'Analisi Genomics (CNAG) a partir de 3ug de cada mostra. El
procediment emprat va consistir en la preparacié de la llibreria utilitzant el kit
lllumina Truseq DNA Sample prep i I'enriquiment amb Roche NimbleGen SeqCap
EZ EXOME v2.0 36Mb. Finalment, la seqlienciacié amb finals aparellats es va
realitzar en un aparell lllumina HiSeq 2000. El processament de les dades crues
també va ser realitzat pel CNAG alineant les lectures de sequienciacio amb la
versio del genoma hg19 (GRCh37) utilitzant el GEM Mapper i I'alineador BFAST.
Les variants van ser identificades utilitzant SAMtools i anotades amb dbSNP /D

(NCB) i les freqliencies al-leliques van ser extretes del projecte 1000 Genomes i
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de la base de dades propia del CNAG. A més, les variants noves van ser anotades
amb Variant Effect Predictor (ENSEMBL).

Exoma clinic: Us pel diagnostic del panell de seqlienciacié TruSight One (/llumina)
sorgit I'any 2013. Aquest panell se centra en els 4.813 gens associats a fenotips
clinics coneguts. La preparacié de la llibreria va consistir en la fragmentacié per
part dels transposomes i addicié d’'adaptadors de forma simultania a 50ng d’ADN
de partida. Aixo es va amplificar per PCR afegint uns identificadors Unics per cada
mostra (que ens permetien identificar-los despres) i amb els que es van poder fer
un pool/de 3 o fins a 12 mostres pel seglient pas, I'enriquiment. L'enriquiment va
consistir en la hibridaci6 amb sondes (oligonucleotids marcats amb biotina) per
les regions diana, els exons dels 4.813 gens. Seguit d'una captura amb boles
magnetiques amb estreptavidina que es van a les sondes amb biotina per lligar
només els fragments d'interés. Els Ultims passos van incloure la neteja dels

fragments d’ADN sense lligar i I'elucié i quantificacio de la llibreria (figura 27).

Finalment, es va carregar la llibreria en el sequienciador MiSeq d' //lumina desnaturalitzada

i @ una concentracié de 1,2nM. Les dades crues, FASTQ es van alinear amb el genoma de

referéncia hg19 (GRCh37) utilitzant el métode BWA (Burrows-Wheeler Alignen™* i la

identificacio de variants amb GATK (Genome Analyisis T e

Tool Kit Broad Insitute)'®, mitjancant el software

MiSeq Reporter d'lllumina. Les variants genomiques P el e

identificades es van anotar important els arxius VCF al Clean Up Amg

software VariantStudio 2.2.7 (/llumina).

Reagents: EHB, TOO, RSE

Figura 27: Passos de la preparacié de llibreries TruSight One.

Imatge extreta del protocol del TruSight One d'lllumina.
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3.13.6 Analisi de resultats de NGS

Com que l'objectiu de I'analisi de variants de les tecniques de NGS va ser el diagnostic
de la patologia que presenten els pacients, es van analitzar Unicament les variants
identificades a gens previament relacionats amb la patologia especifica. Es va realitzar
un primer filtratge en base al llistat de gens publicats Muscle Gene Table

(www.musclegenetable.fr), que com ja s’ha comentat anteriorment, creix en niUmero de

gens cada any pel que és necessari un reanalisi amb el nou llistat de gens actualitzat de
tots els casos que han resultat negatius en el primer analisi o aplicant un nou pipeline
per processar les dades crues amb les noves actualitzacions.

Per aixo, el primer pas que es va realitzar quan ja tenim totes les dades de seqiienciacio
anotades i accessibles per poder filtrar i identificar el gen responsable, va ser descarregar
el llistat de gens associat al fenotip especific que ens interessa per cada pacient. Quan el
fenotip no era prou especific, un segon filtratge es va realitzar amb el llistat de tots els
gens associats a trastorns neuromusculars.

A I'hora de prioritzar les possibles variants, es van tenir en compte uns parametres
estandarditzats, com son:

1. La qualitat de la seqlienciacio: informa de la fiabilitat i veracitat de les variants
que s'identificaren en les dades de NGS. Sén uns valors que venen especificats
per cada variant i informen de: (1) la qualitat de la sequencia (normalment
s'accepta un valor de QC>20); (2) el nombre de lectures d'aquesta seqliencia i de
cada base (un valor correcte seria DP>10); i (3) de la freqliencia al-lelica del canvi.

2. La frequencia poblacional: és essencial coneixer |'existencia i frequencia dels
canvis que estudiem a la poblacid general o a la poblacié afecta del mateix
fenotip. En el cas de la poblacié general es va recorrer a bases de dades que
recullen la informacioé de tots els exomes realitzats en diferents projectes, de
diferents parts del mon i d'individus no relacionats entre ells (com: 7000 Genomes

(http.//www.internationalgenome.org), ExAC (http.//exac.broadinstitute.org) o

gnomAD (gnomad.broadinstitute.org) *"").

| per comprovar les variants associades a determinada patologia, es van consultar

bases de dades com ClinVar (www.ncbinim.nih.gov/clinvan, dbSNP

(www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP) o LOVD (www.lovd.nl).'*814
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Per considerar una variant com a possible causant de la patologia, la seva
freqliencia poblacional ha de ser inferior a '1% en cas de trastorns dominants o
del 5% per a recessius, o a d'estar catalogat com a patogeénic a les bases de dades
especifiques.

Efecte de la variant: es tracta de predir (en cas de que no hi hagi proves funcionals

complementaries) I'efecte que pot tenir un canvi en la funcié de la proteina, amb

ajuda del programa snpEff*" Normalment tenen en compte l'impacte que
genera en la pauta de lectura i es classifiquen en:

- Variant d'alt impacte: en aquesta categoria s'hi inclouen les mutacions sense
sentit (nonsense), mutacions frameshift mutacions que afecten els llocs
donadors o acceptors d'splicing o les que produeixen la perdua de la
metionina d'inici de traduccié.

- Variant d'efecte moderat: canvis puntuals missense o canvis que generen la
pérdua del cod6 STOP final.

- Variant d'efecte lleu: canvis sinonims (poden tenir algun efecte en el
plegament proteic a nivell funcional o activar llocs d'splicing criptics, per
exemple) o delecions o insercions que mantenen la pauta intacte (/n frame).

- Variants d’'efecte modificador: sén els canvis dificils d'interpretar i se'ls
denomina variants de significat incert, VUS (de I'anglés, Variant of Uncertain
Significance) i on s'inclouen canvis intronics (deep intronic)i canvis en regions
promotores o reguladores.

Finalment es va buscar més informacio de les variants utilitzant altres eines com

els predictors /n silico, que mitjangant I'is d'algoritmes prediuen quina és la

probabilitat de que una variant sigui patogenica. N'hi ha un gran nombre d'eines
que serveixen per canvis exonics (Polyphen-2,  SIFT, PROVEAN,

MutationTaster..."*1%3) |

d'altres que s'usen per variants introniques o VUS
(HumanSpliceFinder v3.0, NetGeneZ2, GeneSplicer...'**'*). També es va recorrer a
la informacié de la que es disposa pel Genome Browser de I'UCSC*® per
comprovar parametres de conservacio entre especies ja que quan més elevada

sigui la conservacié, més possibilitats té de que si es produeix una mutacio,

aquesta sigui patogenica.



En el cas de sospitar d'un gen en concret, pel que no s'ha trobat res en un primer
anallisi, es va inspeccionar visualment el fitxer bam (obtingut de I'alineament dels

arxius FASTQ amb el genoma) amb el software IGV (Broad Institute)'

per a detectar
regions mal cobertes, confirmar que la seqiienciacio ha estat bona i que les variants

que s'observen acaben de ser creibles.

3.13.7 Validacié per PCR-seqlienciacié Sanger

La sequienciacid massiva permet obtenir una quantitat d'informacié enorme pero de
moment, no és capag¢ d'obtenir una cobertura (quantitats de lectura d'una posicid
determinada) tan elevada ni tan homogenia com la seqlienciacié tradicional PCR Sanger.
Pel que és necessari I'Us d'aquesta tecnica per confirmar la veracitat de les variants i en
el nostre cas, assegurar que el patré d'herencia especific es compleix, seqlienciant als

progenitors, i aixi augmentar la probabilitat de que sigui la causa de la patologia™®.

3.13.7.1 Disseny de primers

Per tal d'amplificar la regio d'interes que més tard es va sequienciar, es van dissenyar uns
oligonucleotids a banda i banda d'aquesta regio: primer complementari a 5’ (forwarad) i
primer complementari a 3’ (reverse). Al fer el disseny es va intentar que la reaccio
amplifiqués tot I'ex6 on es troba la variant més una gran part de regi6 adjacent, intentant
que el fragment tingui una mida d'uns 500 parells de bases.

En alguns casos en els que es va fer necessaria la validacio de I'efecte funcional d'una
variant (com en les mutacions que afecten |'splicing canonic), el que es va fer va ser
amplificar i seqiienciar el ADNc (provinent de 'ARNm de la biopsia), pel que els primers
es van dissenyar sobre la seqiiencia d’ARNm.

Aquest procés es va realitzar amb I'ajuda del software Primer3 Inpuf'®, que va proposar
els millors primers per a la sequencia que se li havia aportat marcant-li la regié que
interessava amplificar. La comprovacié de la idoneitat dels primers, s'analitza mitjangant
els softwares Primer-Blast™ (tant per primers gendmics com pels d’ARNm) i la PCR /n-

silico (només pels primers genomics) del GenomeBrowser de I'UCSC.
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Taula 15: Primers usats per la validacié de variants en pacients amb NMD.

Gen Pacient Primers 1a mutacio Primers 2a mutacio*
Fw AAGACCCCTAGAGCCCATTC
DNM2 1
Rv CCTGAAAATGACCTGTCCTGG
Fw CCAAAGGAGACAAGGAGCTAGA Fw TTCAGAGCCCGCAGTCATTG
TTN 3
Rv CTGGCTACAATTGGCTCTGA Rv GGTGATGATCCAGCTACTTTGC
Fw CCAGAATCCAGTGGCTCT
SEPN1 5
Rv AAGGCTCAGAGATGGGCAAG
Fw AGGTGATTTGGCAGTATTAACAAA
TTN 6
Rv ACTTAGCAGGTACCAAGTCAGT
Fw CTGGAGTAAGGAAGCTGGTCAG Fw CTATCCTGGTTGTGTCTTGCTG
NEB 7
Rv TAAAGGTTTGTGCTGGTCTCCC Rv CAGATGCAAATGTAACTGGCAT
Fw TGTTGGTGCCAGATTGTAACTT
MTM1 8
Rv GGTAGCCTATTTGTCTAAGCCTG
Fw CTTCCCTGCAGCTTTGGTG Fw TGTAGGAAAGATATTGAGAGCCC
RYR1 9
Rv TCCCCAACATTGCTAGTCCA Rv CCCTGAAATTCTGATAGGGGC
Fw TTGGATGAGGGAAGTACAGACC
RYR1 11
Rv ATGAATGAACAACTGGGTGCC
Fw GCATGGTATTTTACAGGGAGCA Fw TGAGGAGGAATTTGCAGTGAGA
RYR1 12
Rv GTAGTCTCATGCTTGCCTTGG Rv GGCAACAGAGGTAGAGATGAAAG
Fw GCCTAGCATCACATCTTCCC
MTMR14 13
Rv GGATTAACACCTGGGGAAAGTG
Fw CTCTTGGACCATTCAGCACATT
TPM3 15
Rv GAGTTTGACCCACTTTGCCTAG
Fw GGGACCCTGGCCGCTTTGAT
SEPN1 16
Rv CTCACCCCACGCCCCTACCAT
Fw GGCCTGGTCTTTTCTCAGTGG
COL6A2 17
Rv GAGCCATGGAAGGAGTGGGT
Fw CTCCCCACCCCAAATACCCC
COL6A1 18
Rv CTGTCAGACTTGGTGCCCTC
Fw GACAGTGTCCCTCTGGGGTG
LMNA 19
Rv CCTTGTCCACTGCTCCCACA
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Fw

ACCCTCTACTCTTTGGTTTTAACT

Fw GCTCCTTTCTGAAATACATTG

LAMA2 20
Rv  AACATCCTGCTACAGTGAACCT Rv CATCTTTCCTACAAGTAAACTG
Fw TGTTGGGTACCAGGGAATGAAGGT
COL6A1 21
Rv TCTGACTCCTGCCTTCGTTT
Fw ATTCAAATGGGGTGGAGTGGG
COL6A3 22
Rv AGCGGGCTTGATGTATATGAGG
Fw ACTAGGGCCCCACTAGAGAA
CAPN3 23
Rv AGAGGTCATTGGCCCTTGTT
Fw GTGGACCTGGGCATCTACTT
FKRP 24
Rv  GAAGCGGCGGTAGTTGTTAG
Fw AACTGCTGCATGGGATTAGG
SGCG 27
Rv  GACAGTGGTTGTTAGTGGGTGA
Fw GATGCATCTCACTCCAGCTCA Fw ACTAGGGCCCCACTAGAGAA
CAPN3 28
Rv GGCTTGTGGATTTGTGTGCTA Rv  AGAGGTCATTGGCCCTTGTT
Fw CTGCACTGTCACGGCCTC Fw CAGCTGCAGGAGGTTGGC
DOK7 30
Rv CCTCTGCAGCCCACGTTG Rv TGGTGTGTCATAGTGGGCC
Fw AGTATACCCTTCTTGTGTTCTGGA  Fw AGGAACAAAACACAGTCCATGC
COGo6 33

Rv

TCTAGATGCAGCAAGAGAAATT

Rv  GCAATACTAGCTCAGGTCAACA

* En cas de que el gen sigui d’heréencia recessiva.

Un cop fet el disseny de primers, es va sol-licitar la sintesi a I'empresa Stabvida que els

entrega liofilitzats. A continuaci6, es van dissoldre a la concentracié desitjada

(200pmol/ul.) amb aigua destil-lada.
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3.13.7.2 Reaccidé en cadena de la polimerasa (PCR)

Es la reacci6 per la qual s'amplifica el fragment integrat entre els dos primers dissenyats
amb l'ajuda d'una polimerasa termoestable (BioTag, Ecogen) i amb una mescla de
reactius que, a part dels primers, també

Taula 16: Reactius presents a una reaccié de
inclouen tampd de reaccid, solucié de MgCl,  PCRestandard i les seves proporcions.

50mM (proveides amb la Taq), dNTPs que Reactiu pl/mostra
s'aniran afegint per formar els amplicons que  10x NH4 Tampo 2,5
després se seqlienciara, i 'ADN/ADNc de la  dNTPs (10mM) 0,5
mostra que es vol comprovar. Tots ells en les ~ Polimerasa BioTaq o]
proporcions mostrades a la taula 15. 50mM MgCl, 0.75
ADN (50ng/ul) 2
Primer Forward (10 pmol/ul) 1
Primer Reverse (10 pmol/ul) 1
Aigua MiliQ esteril 17,15

La PCR és una tecnica molt estandarditzada (figura 28), amb uns passos, temperatures i
temps establerts. Tot i aix0, hi ha alguns factors que es poden modificar per fer la reaccio
més especifica, com afegir 5% de DMSO a la reaccié o modificar la quantitat de MgCl..
A més, hi ha una de les etapes de la reaccié que és variable, la temperatura a la qual els
primers s'uneixen a la sequencia d’ADN (temperatura d'annealing), pel que el primer que
es va fer va ser testar diferents temperatures a fi de determinar quina d’elles aconsegueix
una millor amplificacié. Aquesta temperatura depen de la naturalesa de la regio i de cada

sequencia de primers (pel seu contingut en GCs...).

949 QqeC
T2°C T2°C
sminuts 1 minut -,
_—
\ > dunid /., inut 10 minuts
1 minut 8°C
X 35 cicles . o0

Figura 28: Etapes d'una PCR convencional.

Es un protocol per termociclador estandard, el que és variable és la temperatura d'unié i
el temps d'allargament, que es pot modificar en funcié de la mida de I'amplicé desitjat.
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El resultat de la PCR es va comprovar mitjancant una electroforesis en gel al 1.5%
d'agarosa preparat amb un agent intercalant del DNA, RedSafe™ (iINtRON
Biotechnology) durant 30 minuts a 120V, carregant també un marcador de pesos
molecular per comprovar la mida de I'amplico i verificar que es tractava de I'amplico
d’interes. Un cop corregut el DNA, el gel s'examina en un aparell transiluminador

(BioRad).

3.13.7.3 Purificaci6é de 'amplicé a sequienciar

La purificacié va consistir en I'addicié d'un enzim al tub de la reacci6 de PCR que
s'encarregava d'eliminar les seqiiencies de cadena Unica (primers) i altres restes que
podrien interferir en la reaccié de seqlenciacio.

Aquest enzim és el reactiu ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup Reagent (ThermoFisher
Scientific), del qual s'afegeixen 2ul per cada 5ul de la reaccié. Com en el pas de reaccio
de seqiiencia només s'utilitzen 2ul per cada primeri amb 5ul de producte de PCR és
suficient. Un cop preparat, es va col-locar al termociclador on va estar a 37°C 15 minuts i

a 80°C, 15 minuts més per inactivar I'enzim.

3.13.7.4 Reacci6 de seqiiéncia i seqiienciacié Sanger

Ja purificat el producte de PCR, es va continuar amb la reaccié de seqiiencia. Es va
realitzar utilitzant el kit BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing (ThermoFisher
Scientific) que ja contenia la polimerasa, els dNTPs i els ddNTPs necessari per la reaccio,

seguint el programa pel termociclador facilitat per la casa comercial (figura 29).

96°C = 95°C

Tminut 10 segons -
4 minuts

5 segons

A
W

X 25 cicles _ 80

Figura 29: Programacié de la reaccié de seqiéncia.
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El producte de la seqiiéncia es va purificar amb el kit BigDye X-Terminator™ Purification
(Thermofisher Scientific) i es va carregar en una placa de 96 pous, que es va llegir en un
sequenciador capil-lar AB/ PRISM 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems) al

departament de Genética de I'Hospital Universitari Vall d’'Hebron.

Per a analitzar els resultats a partir de la visualitzacié dels electroferogrames, es va
utilitzar el programa BioEdit Sequence Alignment Editor ™' o també el programa SeqMan

NGen® Version 12.0. (DNASTAR).

3.13.7.5 Validacié de variants de significat incert (VUS)

En alguns casos es va requerir |'estudi de I'impacte funcional de variants trobades en els
gens candidats pero que el seu efecte en la proteina no era clar. En aquest ambit s'hi
engloben les variants que afecten els llocs donadors/acceptors d'splicing, mutacions
sinonimes i totes aquelles que afecten zones reguladores. Per aquests casos, es va
extreure ARNm de la biopsia muscular, tal i com s’explica en l'apartat 3.7.1 i 3.7.2. Tot
seguit, es va realitzar una retrotranscripcié de la mostra, amplificacié per PCR del
fragment d'interes, sequienciacié Sanger i visualitzacio de les sequiencies obtingudes.

Els primers utilitzats per aquest estudi son els exposats a la taula 17.

Taula 17: Primers usats per I'estudi funcional de VUS.

Gen Pacient Primers

Fw TGTCACTGAAGTCCTGCATGTT

NEB 7
RV GAAAACGTTGGAAAAGGGATTC
COLEA ., W GGCTAGAAGGGAAGACAGGG
Rv CCTGGGGCTCCACTGTTGC
COLEA3 ,, W CTTGACAACATTGCCGAGAAAG
Rv  GCCAAAGCCACCATTCTTCC
CAPN3 ,g W ATCCTCCGGGTCTTCTCTGAA

Rv CTGGTTGTTGAGGTGGAATCC
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RESULTATS







4.1 RESULTATS DEL TRACTAMENT AMB E2

Es va dissenyar un tractament amb E2 en ratolins mdl, per tal de confirmar els efectes
beneficiosos de les hormones sexuals en un model de patologia distrofica, a més d'ajudar
a descobrir possibles dianes terapéutiques. La troballa de noves dianes permetria

abordar els tractaments, evitant els efectes adversos dels estrogens en nens.

Seguiment i evolucio del tractament amb E2

Al principi d'aquest estudi es realitzaren els tractaments en dues camades de 4 i 8 animals
cadascuna (la meitat adjudicada de forma aleatoria a cada condicié) i dels quals es va
produir un seguiment acurat tant a nivell de pes corporal com de les condicions
postoperatories inherents a la insercié del pellet (estat dels punts de sutura, bona
cicatritzacio, dolor...).

L'evolucié en el pes dels animals es va avaluar mitjangant el control setmanal, el que va
permetre veure que lI'addicié d'E2 no va tenir un efecte en el pes de I'animal en un mes

de tractament, com s'observa a la figura 30.
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Figura 30: Evolucié del pes dels animals al llarg del tractament.

A més, tots els animals a part de créixer d'igual forma, van cicatritzar correctament i no

van presentar senyals de dolor en cap moment.
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Valoracio de l'efectivitat del tractament

El primer que calia avaluar és si la insercio dels pellets realitzava la funcié per la que
estaven dissenyats i augmentava els nivells d'E2 en plasma, pel que dels 12 animals
tractats (6 amb E2 i 6 amb placebo) es va recollir sang i plasma, després de centrifugar-
ho; mostres que posteriorment es van enviar al Servei de Bioquimica Clinica Veterinaria

de la Universitat Autobnoma de Barcelona per avaluar els nivells d’Estradiol en plasma.
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Figura 31: Nivells d'Estradiol en plasma.

Com es pot observar a la Figura 31, s'aconsegueix augmentar els nivells d'E2 en plasma
pel que s'evidencia que els pellets son capagos d'alliberar el compost i que aquest es
distribueix sistemicament. Els valors de la mediana obtinguts per les dues condicions sén:
26,8 (23,98 - 28,93) pels placebo i de 151,7 (55,33 — 1003) pels tractats amb E2, amb un
p-valor de 0,0043 (**).

Quantificacio dels nivells de Creatina Quinasa

El seglent pas era determinar si el tractament aconseguia algun efecte beneficios en el
ratoli may; i és per aixo que les mateixes mostres van ser utilitzades per quantificar els
nivells de CKs en plasma, un dels indicadors de dany muscular més comuns. En aquest

cas els valors obtinguts van ser els recollits a la taula 18 i representats a la figura 32.
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Taula 18: Valors dels nivells de CKs en sang (U/l) = 15000+ .
S
Placebo E2 E
1967,3 907,2 E 10000
G
2811,8 1021,1 p
Q
7154,9 5061,5 X 5000
17404,3 34134 o — —
11701 5712,6 3
= 0-
15628,1 32464 '
&
Els valors de la mitja que s'obtenen
d'aquests son 9445 + 2657 U/I Figura 32: Nivells d'Estradiol en plasma.

pels placebo i 3227 + 812,9 U/I; i
(*) p-valor=0,049.

Tenint en compte que un animal wt(de la soca C57BL10) té uns valors de CKs de 645+323
U/I'i un mdx (per valorar I'efecte de I'insercio del pellet) té uns valors de 18532+14577
U/I™%, amb aquest estudi es demostrava I'efectivitat del tractament amb E2. S'estava
produint la reducci6 drastica i significativa dels nivells de CKs en sang indicant que es
produia una reduccié del dany muscular, tot i que aquests valor no arriben als que

presenta un animal wt.

Analisi histologic
Com s’ha comentat en la introduccié d'aquest treball, el ratoli mdx presenta un fenotip
molt lleu que es fa més evident amb |'edat dels animals i depenent del muscul afecte.
Tot i aix0, en el muscul quadriceps, teixit escollit per I'estudi histologic es poden apreciar
alguns dels trets comuns de la patologia per déficit de distrofina, com sén els grups de
fibres en estat de necrosi-regeneracié (GDR) o els nuclis centrals.
Es van comparar seccions de mdx tractats amb E2 i mdx placebo tenyides amb
Hematoxilina-Eosina (HE). Es van avaluar diferents caracteristiques morfologiques segons
I'evolucio6 dels GDR:

- Fibres musculars normals o no danyades: presenten el nucli periféric, un

sarcolemma intacte i un sarcoplasma no fragmentat.
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- Fibres necrotiques: es detecten per la presencia d'infiltracié de cellules
inflamatories i/o fibres degenerants amb sarcoplasma fragmentat.

- Fibres regenerants: fibres de mida petita que presenten nucli central.

També és possible avaluar la presencia de fibrosi i el nimero de nuclis centrals per mitja
d'aquesta tincid.

En I'estudi de les seccions de quadriceps no es van apreciar diferéncies en cap d'aquestes
caracteristiques. Tot i aix0, a la figura 33, es poden apreciar els trets tipics del muscul

deficient en distrofina.
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Figura 33: Estudi histologic del gastrocnemi dels ratolins del tractament amb E2.

Representacié de diferents temps de l'evolucié de la necrosi-regeneracié en les caracteristiques
histologiques estudiades. En el cas dels grups de degeneraci6-regeneracio: (A) S'observa un grup gran de
GDR que esta en fase de regeneracié amb fibres que s’han mantingut sense necrosar entremig(+) (B)
S'observa un grup GDR amb infiltracié de cél-lules inflamatories (). (C) Es pot apreciar un grup en necrosi
(O) i un altre en fase de regeneracid (*). i (D) Preséncia de infiltracié de teixit connectiu (V). L'escala
correspon a 100pum.
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Analisi de l'expressio génica per microarrays

Amb els resultats en els marcadors de dany muscular semblava que el tractament amb
E2 estava millorant el fenotip pero saber I'expressié de quins gens s'esta veient alterada
és crucial per entendre el mecanisme d'accio dels estrogens al muscul.

Per aix0 es van seleccionar 8 animals dels 12 tractats (4 de cada condicid) i previa
extraccid d’ARN total, es van enviar a I'empresa Bioarray S.L. per realitzar uns microarrays
d'expressid genica.

Es van realitzar dos analisi:

* En el primer analisi, es van obtenir 561 gens diferencialment expressats (237,
infraexpressats i 324 sobreexpressats), un nimero relativament baix pel que es va
mirar el nUmero de gens amb un logFC (estimacié dels “cops de canvi”, és a dir,
expressio de la mostra respecte la referéncia) elevat i es va comprovar que
normalment aixo és degut a que hi ha un cert grau de variabilitat biologica entre

les mostres de la mateixa condici6 i el model parametric utilitzat és molt exigent

en quant a la variancia de les mesures d'expressio.
* En el segon analisi, es va fer un llistat de 986 gens (438, infraexpressats i 548,

sobreexpressats).

Es van aplicar aquests dos tipus d'analisi per comprovar si realment s'observaven
diferencies degudes al tractament i assegurar-se que no era tot efecte de la variabilitat
biologica intrinseca de cada animal. L'analisi comparatiu de tots dos tests va revelar que

els resultats de tots dos tot i que difereixen en nimero de gens significatius, son similars.

Alguns de les representacions grafiques Color Key

de l'analisi per microarrays realitzat es .

presenten a les figures 34.

Figura 34: Heatmap d'algunes de les mostres
dels microarrays.

Recull de les dades d'expressid dels diferents
gens entre les diferents mostres indicades per
colors.

Log2(Intensity)

Imatge aportada per I'empresa Bioarray, S.L.
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Analisi de vies

Amb els dos llistats de gens, sobreexpressats i infraexpressats, dels dos analisi es va
realitzar un analisi de vies de senyalitzacié amb el paquet GOStats. Per no perdre resultats
interessants la llista de vies de senyalitzacio enriquides pels processos biologics (GO BP)

va ser escollida per determinar quins mecanismes podien estar alterant els estrogens.

Taula 19: Vies diferencialment enriquides

Ala taula 19 es recullen GOBPID Terme Gens diferencialment  p-valor
expressats observats
a|9U ns dels processos Desenvolupament d'erganismes
GO0007275 multicel-lulars 138 821E-15
biOlégiCS amb més gens GO:0032502 Processos de desenvelupament 143 855E-13
. . GC:0002376 Processos del sistema immunitan 68 1,12E-12
diferencialment GO:0048513 | Desenvolupament d'rgans 87 1,38E-09
GC:0048285 | Fissio d'organuls 26 1,39E-09
expressats.
GO:0009987 Processos cellulars 349 3,67E-10
GC:0050900 Migracié de leucacits 18 3, 44E-09
GC:0051301 Divisié cel-lular 30 5,68E-09
GO:0008283 Proliferacio cellular 55 4, 35E-07
GO:0006873 Homedstasi idnica cel-lular 30 034E-07
GC:0016265  Mort 57 3,93E-06
GO:0030134 Diferenciacio cellular 79 2.86E-05
GCr0006954 Resposta inflamatdria 21 3,04E-05
GC:0009611 Resposta a danys 28 4,36E-05
GO:0001816 Produccio de citoquines 20 0,000106

Segons al resultat de l'enriqguiment de vies, I'E2 va tenir un efecte sobre el
desenvolupament, la proliferacio i el sistema immunitari, també en la resposta
inflamatoria.

El seglient pas va ser seleccionar un seguit de gens que ens permetessin per un costat
validar els resultats en tots els animals i per I'altre, buscar possibles dianes a partir de les
quals treballar. Per aix0 es va fer una correlacié entre aquestes vies d'interes i els 100
gens més diferencialment expressats (50 sobreexpressats i 50 infraexpressats), la
representacio de la qual es troba a la taula A de I'annex. Es van tenir en compte sobretot
aquells gens que estaven implicats en les vies de proliferacié i diferenciacié cel-lular, en
la regulacid de la mort cel-lular i en la resposta inflamatoria. | tot seguit es va fer una
cerca sobre les funcions d'aquest llistat i se’n van seleccionar 3, que van ser validats per

PCR quantitativa.
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El primer gen seleccionat va ser el receptor de neurotrofines de baixa afinitat, Ngfr o
p75"™®, membre de la familia dels receptors TNF (de I'anglés, Tumor Necrosis Factor). La

seva validacio es pot veure a la figura 35.
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Figura 35: Representacio dels valors d'expressié de I’ARNm de p75N™® dels animals tractats amb E2 i
placebo.

Els valors obtinguts per gPCR tenen una mediana de 0,94 (0,6 — 1,74) pels placebo i de 54,27 (6,908 —
198,5), dels E2. (**) p-valor=0,0022.
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El seguent gen seleccionat va ser MMP-9 (Matrix Metalloprotease 9). Es tracta d'una
proteina de la familia de les metal-loproteases, que s'encarreguen de regular la

formacio, remodelacié i degradacié de la matriu extracel-lular (ECM)'™ (figura 36).
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Figura 36: Representacié dels valors d'expressi6 de 'ARNm de MMP-9 dels animals tractats amb E2 i
placebo.

Els valors obtinguts per gPCR tenen una mediana de 0,3655 (0,23 — 1,32) pels placebo i de 5,128 (3,013
—7,409), (*) p-valor= 0.0159.
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Un altre gen seleccionat va ser WISP2 o CCN5, perqué forma part de una familia de gens

implicats directament en la fibrosi'**. Es va comprovar la sobreexpressié per gPCR (figura

37).
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Figura 37: Representaci6 dels valors d’expressio de 'ARNm de Wisp2 dels animals tractats amb E2 i
placebo.

Els valors obtinguts per qPCR tenen una mediana de 0,71 (0,6 — 1,36) pels placebo i de 1,98 (1,41 -
6,89), (*) p-valor= 0.0317.

A més, es van mirar els nivells d’expressio de dmd i els altres gens de la familia, utrn i
drp2. Els microarrays no van recollir diferéncies d'expressio per la distrofina o la utrofina
pero si per la Drp2 (de I'angles, Dystrophin related protein 2). Es tracta d'un gen de la
familia de la distrofina que s'expressa sobretot a diferents parts del cervell’™. Els resultats

van ser validats per qPCR (figura 38).
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Figura 38: Representacié dels valors d'expressié de 'ARNm de Drp2 dels animals tractats amb E2 i
placebo.

Els valors obtinguts per qPCR tenen una mediana de 0,90 (0,54 — 2,26) pels placebo i de 4,59 (2,77 —
9,06), (**) p-valor=0,0022.
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Aplicacio de tests funcionals per avaluar el rendiment fisic dels animals i per
augmentar l'efecte de I'E2

L'aplicacié de dos tests funcionals dissenyats i recomanats per la xarxa d'excel-léncia
Treat-NMD permet alhora valorar I'estat fisic dels nostres animals i veure aixi si existeix
alguna diferéncia entre grups de tractament. Va tenir un interes particular veure si el
tractament amb E2 aconseguia modificar el rendiment fisic del ratoli mdx i de pas,
comprovar si, com esta descrit, I'aplicacio d'algun tipus d'exercici produia un major efecte

dels estrogens en el muscul esquelétic.

Per dur a terme aixo, es van tractar ratolins maxamb els pellets novament durant un mes
avaluant-los funcionalment un cop per setmana. En total es van tractar 8 animals amb
pellet placebo i 9 animals amb pellet d'E2, que a partir d'aquest punt se’ls anomenara
com animals que han realitzat exercici.

El primer test realitzat va ser el de suspensid per dues extremitats (en anglés, 7Two-/imb
hanging tes?) en la que avaluem la coordinacio en el cos de I'animal. Els resultats revelen
diferencies significatives a partir de les dues setmanes de tractament (dia 16), coincidint
amb el pic de necrosi-regeneracio que es produeix a les 5 setmanes d'edat, i fins al final
del tractament. Els animals tractats amb E2 aguanten més temps suspesos en dues

extremitats i presenten millor coordinacié que els placebo (figura 39).
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Figura 39: Grafic representatiu del Test de suspensié per dues extremitats al llarg del tractament.

16 dies, (*) p-valor= 0,018; 23 dies, (**) p-valor =0,0041; 30 dies, (*) p-valor= 0,035.

L'altre test realitzat va ser el de suspensid per quatre extremitats (en angles, Four-limb
hanging tes?) en la que es valora la forca de I'animal per aguantar-se. En aquest cas,

s'observa una tendencia semblant a la present en el test anterior pero les diferencies
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només resulten significatives en el punt de necrosi-regeneracié, en el que els tractats

amb E2 assoleixen un temps més alt de suspensio (figura 40).

5 200
o -o- Placebo
© 150 - E2
7]
o)
[}
&
@ 100
(7]
3
g 50'
£ T
(]
P 0 T T T Ll T
& ¥
9 0 @& P P

Figura 40: Grafic representatiu del Test de suspensi6 per quatre extremitats al llarg del tractament.

16 dies, (**) p-valor=0,007.

Evolucio i seguiment del pes

En aquesta tanda de tractaments, igual que en I'anterior també es va fer un control nivell
de pes corporal perd també de les condicions postoperatories. En aquest cas, els resultats
van ser com els de I'experiment anterior i no s'observaven diferéncies significatives pero
si una tendencia a I'augment en el pes dels animals amb pellet i que han realitzat exercici,

tal i com es pot veure a la figura 41.
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Figura 41: Evolucié del pes dels animals durant la segona tanda de tractaments.

Diferéncies respecte ['experiment anterior
Per comprovar que els canvis observats en la primera tanda de tractaments ocorrien o
fins i tot, es potenciaven amb I'exercici, es va decidir valorar les mateixes caracteristiques

que en el cas anterior.
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El primer de tot va ser enviar el plasma dels animals tractats per quantificar els nivells
d'Estradiol i Creatina Quinasa. Pel que fa als nivells d'E2, amb I'exercici sumat al
tractament es van incrementar molt els valors dels animals amb pellet de E2 comparat

amb els placebo (figura 42).
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Figura 42: Nivells d’Estradiol en plasma.

Els valors de la mediana obtinguts per les dues condicions sén: 20 (20 - 39,25) pels Placebo i de 86,7 (56,7 —
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124,5) pels tractats amb E2 i amb un p-valor de 0,0009 (***).

També es van quantificar els nivells de CKs (figura 43) per tal de veure si aquest segon
tractament era efectiu a pesar de I'exercici, amb el que es potencia el dany tissular i el
fenotip distrofic i per tant, els nivells basals de CKs en aquest tractament ja serien més
alts. Als valors que observem (taula 18), es fa evident que els nivells augmenten a nivell
basal pero el tractament resulta molt efectiu en la reduccio i atenuacioé de I'alliberament
de I'enzim en sang. Els valors de la mitjana de cada condicié son de 46.810 £12.424 U/I

pels placebo i de 8.568 +5.139 U/I pels tractats amb E2 i p=0,0055 (**).

Taula 19: Valors dels nivells de CKs en sang (U/l)
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Figura 43: Nivells d’Estradiol en plasma.
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Analisi histologic de la segona part d’experiments amb E2

En aquests experiments també es va realitzar un analisi del quadriceps dels animals
comparatiu entre les dues condicions, en el que es va comprovar que tampoc
s'observaven diferencies en les caracteristiques histologiques anteriorment esmentades
(estat dels grups GDR, quantitat de nuclis centrals, presencia d'infiltracio de cél-lules
immunitaries). Pero tot i aixo, si que s'observa una tendencia en el moment de la
regeneracio d'alguns GDR dels animals tractats amb E2, trobant-se en etapes de
maduracio de les fibres regenerants. que s’identifiquen per I'acimul de moltes fibres de
mida petita amb nucli central, mentre que en els animals placebo els GDR es troben en

estadis més primerencs, de necrosi. Aquests trets es poden veure a la figura 44.
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Figura 44: Estudi histologic del quadriceps dels ratolins del tractament amb 17B-Estradiol de la segona
tanda.

Representacio de diferents trets de la patologia. Es pot comprovar diferéncies en |'etapa de regeneracio
dels GDR, (A) GDR en primeres de etapes, en inici de regeneracié, amb fibres de mida petita i (B) GDR
en necrosi amb zona de fibres en inici de degeneracié (*) (les fibres es tornen més clares i amb tincié
desigual. (C) GDR en fase de necrosi i (D) Fibres es estadi de maduracié. L'escala de les imatges
correspon a 100pm.
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El seglient pas en aquest estudi era comprovar si l'aplicacié d'exercici produia algun
efecte en el fenotip distrofic, pel que es va comprovar si les manifestacions histologiques
es tornaven més evidents. Com es pot comprovar a la figura 45, en aquestes imatges a
4X s'apreciava un augment de la necrosi i posterior regeneracio a tot el teixit, denotant

I'augment dels trets distrofics en I'animal.

No exercici Exercici

Figura 45: Comparacié entre els dos estudis histologics.

L'escala correspon a 200y,

Estudi dels gens diferencials del microarrays usats per la validacié als nous

tractaments

Un punt important per saber si amb l|'aplicacié dels tests funcionals se segueixen
mantenint o es potencien els efectes de I'E2, va ser analitzar els nivells d'expressio dels
tres gens utilitzats per validar els resultats de la gPCR en un dels apartats anteriors. Com
es pot observar als grafics de la figura 46, les diferéncies en els valors de canvi de p75"™
i de Wisp2, segueixen sent significatius perd no els de Drp2, que tot i que mantenen la
tendéncia d’augment en els tractats amb E2, el seu p-valor es queda en 0,068. En canvi,

per MMP-9, s'aprecia un augment als tractats amb E2 pero tendeixen a normalitzar-se

amb els placebo.
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Figura 46: Representacié dels valors d'expressi6 de I'ARNm de p75NTR (A), Wisp2 (B), Drp2 (C) i MMP-9 (D)
dels animals tractats amb E2 i placebo que han realitzat tests funcionals.

(A) Els valors obtinguts per gPCR de p75NR tenen una mediana de 0,975 (0,715 — 1,478) pels placebo i de
13,77 (9,27 - 16,56) pels d'E2, (**) p-valor=0,0025. (B) Per 'ARNm de Wisp2 els valors de la mitjana sén de
1,268+0,303 pels placebo, i de 2,59+0,4554, pels d'E2, (*) p-valor=0,0327. (C) Per Drp2 els valors de la
mitjana sén de 1,237+0,3208 pels placebo, i de 2,228+0,3789, (#) p-valor=0,068. (D) | per MMP-9 els valors
sén de 1,407+0,3703 pels placebo, i de 2,591+0,6095, pels d'E2.

Altres estudis modificadors de la patologia

Amb els estudis per tincid amb Hematoxilina-Eosina ja s'havia vist que I'E2 no aconseguia
modificar els patrons de dany muscular pero es va voler comprovar si el tractament podia
estar atenuant alguna de les alteracions histologiques que es produien per I'absencia de
distrofina: I'increment d'ions calci intracel-lular o I'aparicio¢ i augment de fibrosi.

Per tal d'estudiar si I'E2 influeix en I'homeostasi del calci en el model animal mdx, es van
realitzar diferents estudis moleculars i histologics amb mostres dels animals tractats amb

I'hormona sexual.
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El primer de tot va ser fer la recerca d'una tincié histologica que ens permetés veure
I'acimul de Calci intracel-lular i es va fer la tincio d'Alizarin Red S, en talls de quadriceps

tant en els animals que van realitzar exercici com els previs, que no.

A MDX Placebo MDX E2

B MDX Placebo MDX E2
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Figura 47: Tincio Alizarin Red S en miscul quadriceps.

(A) Imatges corresponents a animals de la primera ronda de tractament, sense exercici. (B) Imatges
corresponents a animals del tractament que van realitzar exercici. Els acimuls es presenten com els
punts roig-ataronjats més forts. A més, en les zones on les fibres estan necrosant (*) es presenta una
coloracié més taronja. L'escala representa 200pm.

Com es pot veure a la figura 47, s'observa un increment dels acimuls de calci en els
animals placebo respecte els tractats amb E2, sent molt més evidents en els animals que
no van realitzar exercici. De fet el comptatge de punts tenyits (es van comptar 10 seccions
de tots els animals del tractament) posa de manifest |'anteriorment dit, ja que les dues
condicions placebo presenten unes mitjanes de fibres amb acimul de 113 (no exercici) i
62 (exercici) mentre que els E2 tenen 37 (no exercici) i 11 (exercici) fibres amb elevat Ca®*
intracel-lular.

A continuacié, es van fer els analisis moleculars seleccionant els gens per estar relacionats
amb el maneig de calci al Reticle Sarcoplasmatic: RyR1, SERCA1a i SERCA2a, la funcio

dels quals s'explica a la introduccio.
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Com s'explica a la secci6 1.1.3 de la introduccié, el quadriceps es considera un muscul
glicolitic i el diafragma és un muscul oxidatiu, de manera que tenen diferents
metabolismes. Aix0 pot tenir un impacte en 'homeostasi del calci. Per aquest motiu, es
van seleccionar aquests dos tipus de musculs per analitzar I'expressié de RyR1, SERCA1a
i SERCA2a, i veure si els canvis observats podien ser susceptibles al tipus de metabolisme.
Primer de tot, es va realitzar una PCR a temps real per analitzar les diferéncies d'expressio
en I'’ARNm d'aquests gens en 4 ratolins de cada condicié per tal de veure preliminarment
si s'observen diferéncies.

Encara que cap de les diferencies entre els grups establerts és estadisticament
significativa, es poden observar certes tendencies. L'expressid genica va augmentar en
tots els grups de placebo en animals no exercitats, mentre que en animals exercitats, es
va observar una major expressio en grups tractats amb estradiol. Aquests resultats es pot

veure a la figura 48.
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Pel que fa a I'expressié de proteines, RyR1 va ser estudiat per Western Blot en els
mateixos animals i musculs analitzats que per PCR en temps real. En aquest cas, es van
observar diferéncies entre els dos tipus de musculs: en el diafragma, I'expressié de RyR1
va ser major en animals que havien fet exercici. Aquesta diferéncia va resultar
estadisticament significativa, tal com es representa a la figura 49. En canvi, les diferencies

en |'expressié de RyR1 en quadriceps no van resultar tan evidents.

P E2 P E2 P E2 E2 P P E2 P E2 P E2 P E2
. = r Ty
A e P WD ER R R wr e RyR1 C ”.- W wrwmbwsd RYRL
..--—-_ CypA | e B T -— CypA
P E2 P E2 P E2 E2 P P E2 P E2 P E2 P E2
B ame e oW RyR1 D wit @ . -u‘?‘ RyR1
— — CypA ' . CypA
 —— yp - -~ ‘m” yp 0
<C
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E A
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s s _ns_ * Bl Placebo .

- = | 17p3-Estradiol

Figura 49: Western blot dels musculs dels animals no

ratio RyR1/CypA
N

T exercitats (A i B) i exercitats (C i D) i la quantificaci6 de
1 T la ratio de la proteina d‘interés respecte el control de
w carrega.
0 ! ;
& & & & (A i C) Mostres de quadriceps, (B i D) mostres de
’bbi\" &£ %bi\" .5‘9 diafragma. Ryr1 té un pes molecular de 565kDa i el
o <o o® < control de carrega, la Ciclofilina A, 18kDa.
No exercici Exercici

Una de les caracteristiques histologiques dels Dmd és la substitucié progressiva en el
temps, del muscul per teixit adipds i connectiu, pel que veure si el tractament d'E2
produeix la disminucié o alentiment dels diposits de col-lagen marcaria un possible
mecanisme d’'accio d'aquesta hormona sexual atenuant el fenotip distrofic.

Per tal de visualitzar-ho, es va realitzar una tincié de Tricromic de Masson en talls de
quadriceps dels animals usats per I'estudi. En aquesta tincié les fibres musculars es
tenyeixen de roig fosc, el teixit connectiu i col-lagen es tenyeixen de blau i els nuclis de

lila.
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En l'analisi de les diferents imatges, no es van apreciar diferencies entre els animals
placebo i els d'E2, de fet, no es van apreciar gairebé diposits de teixit connectiu com es
pot veure a la figura 50. Aix0 és degut a I'edat de I'animal (les acumulacions de teixit
connectiu s'aprecien a partir de I'any de vida) i del muscul escollit (la fibrosi és més

evident a diafragma).
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Figura 50: Tinci6 de Tricromic de Masson en tall de quadriceps de ratoli mdx que ha realitzat exercici.

L'escala representa 200um.
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Receptors d'estrogens

El estrogens realitzen gran part de la seva funcié per mitja de la unio als seus receptors.

Existeixen dos receptors, ben descrits i implicats en molts mecanismes no només en els

organs sexuals si no a nivell de tot I'organisme, que son el receptor d'estrogens alfa (ERx)

i el receptor d'estrogens beta (ERB). Per tal d’entendre el mecanisme d'accié de I'E2 en

el ratoli mdx va ser rellevant saber com es trobaven els nivells d’ARNm per aquests dos

receptors. Per aix0 es va realitzar una PCR a temps real.

Els resultats que es van obtenir es representen a la figura 51 i ens marquen:

Per I'ERq, una tendencia a disminuir en els tractats amb E2 que no van realitzar

exercici, perd un augment en els que si en van realitzar respecte els placebo

corresponents.
Per I'ERB, no s'observen diferencies en els animals de la primera tanda de
tractaments, sense exercici, pero si s'aprecia que els nivells d'’ARNm tendeixen a

disminuir en els tractats amb hormona sexual que van fer exercici comparat amb
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Figura 51: Valors de canvi d’expressio pels receptors d'estrogens (ERa i Erp).

(A) Expressio d'ERa en les diferents condicions. Els valors de la mitjana observats sén de 1,015+0,075 pels
placebo i 1,080,268 pels tractats amb E2, sense exercici. | pels que van realitzar exercici, 0,959+0,193 pels
placebo i de 1,71+0,314, pels E2, (#) p-valor=0,0503. (B) Expressié d'ERB en les diferents condicions. Els
valors de la mitjana observats sén de 1,03+0,123 pels placebo i 0,947+0,1805 pels tractats amb E2, sense
exercici. | pels que van realitzar exercici, 1,38+0,422 pels placebo i de 1,01+0,265, pels E2.
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Per quina via de senyalitzacio poden estar actuant els estrogens?

Elucidar quina via de senyalitzacio pot estar activant I'E2 amb el nostre tractament és
essencial per entendre |'efecte global de les hormones sexuals en el muscul esquelétic
deficient en distrofina.

Pel que el primer que es va realitzar va ser revisar les vies de senyalitzacié enriquides en
els resultats dels microarrays per identificar quines d'elles eren bones candidates. Com a
via de senyalitzacio, la de I'Akt/Protein Kinase B es trobava representada tres vegades a

la llista de vies enriquides positivament (veure taula segiient,20).

Taula 20: Registre dels cops que surt la via d’Akt/KB als resultats dels microarrays

GOBPID p-valor OddsRatio ExpCount Count Size Term
Positive regulation of protein
GO:0051897  0.007 8.397 0 3 52 . o
kinase B signaling cascade
Regulation of protein kinase B
GO:0051896  0.014 6.230 1 3 69 o
signaling cascade
Protein kinase B signaling
GO:0043491 0.030 4.668 1 3 91

cascade

* Resultats extrets del llistat de vies enriquides positivament.

Donat el paper d'aquesta via de senyalitzacié en multiples processos cel-lulars essencials
per tots els teixits, inclos el muscul esquelétic, es va fer un estudi de les seves principals
accions. L'interes principal va recaure en la seva implicacié positiva en la proliferacié i
supervivencia cel-lular, pero sobretot en aquesta Ultima ja que es va hipotetitzar que els
estrogens estaven realitzant la funcié de frenar la mort cel-lular en el nostre model.

Per aix0 es van estudiar els nivells dARNm de dos gens, la funcié dels quals esta
implicada en la determinacio de I'apoptosi cel-lular i regulada directa o indirectament per
Akt. El primer d'ells és Bcl2 (de l'angles B-cell lymphoma 2), un factor supressor
d'apoptosi que es troba a la membrana dels mitoconderis, i el segon, Bax (també conegut
en anglés com bcl-2-like protein 4), un factor pro-apoptotic. La seva ratio (Bax/Bcl2)
determina si una cel-lula (en aquest cas, el teixit diana) sera més (ratio > 1) o menys (ratio
< 1) susceptible als estimuls apoptotics. Es va realitzar una PCR a temps real per aquests
dos gens en 4 animals de cada condicié de tractament i exercici.

Els resultats obtinguts demostren una tendencia a 'augment de Bcl2 i una disminucié de

Bax en els animals tractats amb E2, que es pot veure a la figura 52.
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Figura 52: Valors d’expressio dels gens relacionats amb I'apoptosi, Bcl2 i Bax.

(A) Expressié de Bcl2 en les diferents condicions. Els valors de la mitjana = desviacié observats son de
1,023+0,092 pels placebo i 0,817+0,27 pels tractats amb E2, sense exercici. | pels que van realitzar exercici,
1,103+0,158 pels placebo i de 2,525+ 1,545, pels E2. (B) Expressio de Bax en les diferents condicions. Els valors
de la mitjana + desviacié observats son de 1,052+0,148 pels placebo i 0,728+0,16 pels tractats amb E2, sense
exercici. | pels que van realitzar exercici, 1,16+0,223 pels placebo i de 0,859+0,157, pels E2.
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Pel que fa al ratio Bax/Bcl2 i com es veu a la figura 53, també s'observa una tendencia a
que els animals tractats amb E2 tinguin una ratio més baixa, observant-se aquesta

tendencia més clara en els animals que van realitzar exercici.
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Figura 53: Ratio Bax/Bcl2 per totes les condicions.

Els valors de ratio més baixos es tradueixen en una capacitat a resistir els estimuls apoptotics més
elevada.
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Estudli daltres gens relacionats amb la miogenesi

Es va voler veure com estava l'expressid d'altres gens implicats directament amb la
miogénesi com sén dos membres amb funcions gairebé contraposades com la
Miogenina, que promou la correcta diferenciacié de les cél-lules precursores, i de la
Miostatina, que inhibeix la miogénesi (el creixement i la diferenciacio).

Per dur a terme aquest estudi, es va realitzat el mateix que en els Ultims apartats, una
PCR a temps real per aquests dos gens en 4 animals de cada condicio.

Els resultats mostren que la miogenina tendeix a trobar-se augmentada en els animals
tractats amb E2 que no s'han exercitat. En canvi, per la miostatina no s'observa una

tendencia clara i tots els animals presenten valors comparables d’expressio (figura 54).

A B
8' 15- # ns .E 4- ns ns
2 s
Q (]
T T
3-
£ 104 5
o 14
< < o
5 5% .
g 5 S %. i _I_
5 {LL . 5 1 = =
@ G °
5 A - 3 °* | 4
L,|°_ 0 ‘I T ‘I‘ T '-E 0 T T 1 T
3 £ v v
¢0 < Q,O & Q’0 < Q,0 &
o & o4 o
F ¥ ¥ N
< QY 2 <
No Exercici Exercici No Exercici Exercici

Figura 54: Nivells d'expressi6 de proteines relacionades amb la miogénesi (Miogenina i Miostatina)

(A) La miogenina tendeix a augmentar en els animals tractats amb E2 amb uns valors de mediana de 1,21
(0,475 - 1,63) pels placebo i de 2,36 (1,185 - 6,65) pels E2 de la primera tanda de tractaments, amb un p-
valor de 0,0823; i de 1,445 (0,422 — 2,525) pels placebo i de 1,035 (0,495 — 3,845) pels E2 de la segona. (B)
La miostatina tendeix a disminuir en els animals tractats amb E2 que no van realitzar exercici amb uns
valors de mitjana de 1,178+0,285 pels placebo i 1,032+0,257 pels E2. En canvi, per la segona tanda de
tractament els valors de la mediana van ser de 0,925 (0,735 — 1,518) pels placebo i de 1,08 (0,88 — 1,343)
pels E2.

Una proteina que té un elevat interes comprovar el seu estat és la utrofina,
sobreexpressada en el ratoli deficient en distrofina, ja que sembla que aquesta proteina
podria ser la causa del fenotip més lleu dels ratolins mdx. A més, en la nostra

5NTR

immunofluorescéncia de doble marcatge amb p7 semblava haver-hi més

immunotincio en els animals tractats respecte els placebo (veure figura 60), tot i no sortir
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una diferencia significativa als resultats dels microarrays. Per veure com estaven els nivells
d’ARNm de la Utrn, es va dur a terme una PCR a temps real en les mateixes condicions
que les anteriors i es va veure un augment evident, tot i que no significatiu, en els animals
E2 de la primera tanda de tractament comparat amb els seus placebo i com aquestes

diferéncies no hi sén post-exercici (figura 55).
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Figura 55: Nivells d'expressi6 de la utrofina.

(A) La utrofina es troba sobreexpressada en els tractats amb E2 de la primera tanda amb uns
valors de mitjana de 1,137+0,262 pels placebo i de 2,268+ 0,566 pels E2, (#) p-valor=0,099. En
canvi no es veuen diferéncies en la segona tanda amb valors de mediana de 0,93 (0,40 - 2,61)
pels placebo i de 1,475 (0,862 — 2,168) pels E2.

Quin és l'estat de les céllules satelit?

Per dltim, tenia molt interes mirar si el nostre tractament aconseguia modificar I'estat del
pool de cel-lules satellit en el muscul esqueletic estudiat, en aquest cas, el quadriceps.
Per aixo és van quantificar els nivells d’/ARNm de dos gens que regulen el desti d'aquestes
cél-lules, Pax7 (expressat en cel-lules satel-lit quiescents i en cellules satel-lit activades,
com també en cel-lules progenitores) i MyoD (expressat en cel-lules satel-lit activades i
els progenitors musculars: mioblasts, miocits...) en 4 animals de cada condicié.

Els resultats, representats a la figura 56, denoten un augment de Pax7 en els ratolins
tractats amb E2 sent una diferencia significativa en els animals que no van realitzar
exercici. Aquests animals presenten també un augment de MyoD respecte els seus

placebo, mentre que els valors es normalitzen en la segona tanda de tractament.
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Figura 56: Valors de canvi d'expressio pels marcadors de cél-lules satél-lit Pax7 i MyoD

(A) Expressio de Pax7 en les diferents condicions. Els valors de la mitjana observats sén de 1,053+0,159 pels
placebo i 2,25+0,478 pels tractats amb E2, sense exercici, amb un p-valor de 0,03. | pels que van realitzar
exercici, la seva mediana és 0,795 (0,56 — 2,58) pels placebo i de 1,535 (0,955 — 2,99), pels E2. (B) Expressi6 de
MyoD en les diferents condicions. Els valors de la mitjana observats sén de 1,09+0,2038 pels placebo i
1,652+0,273 pels tractats amb E2, sense exercici. | pels que van realitzar exercici, 1,063+0,143 pels placebo i
de 0,941+0,225, pels E2.

Aquestes diferéncies a nivell d’ARNm es van voler comprovar també a nivell proteic
mitjangant un Western Blot de 2 mostres de cada condicio i els resultats van demostrar
un augment visible de la quantitat de Pax7 mentre que MyoD es mantenia en una

intensitat constant en totes les mostres (figura 57).
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Figura 57: Western Blot per Pax7 i MyoD de les mostres dels animals tractats

Amb el marcatge de CypA, proteina utilitzada com a control de carrega que en permet normalitzar I'expressio
de les proteines d'interés. Els pesos moleculars de les proteines son 54kDa per Pax7, 38kDa per MyoD i 18kDa
per CypA.
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.La ratio entre aquestes dues proteines ens déna una informacio extra, ja que sembla ser

critic a I'hora de determinar el desti de la cél-lula satél-lit, permetent la diferenciacié
terminal (Pax7 baix/MyoD alt) o mantenint |'estat de progenitor indiferenciat (Pax7
alt/MyoD baix). Tot i que, MyoD es manté constant en totes les mostres, I'augment de

Pax7 faria decantar la balanga cap al segon estat.

Quina és la relacié E2 - p757

Per dilucidar quina relacié presenten els estrogens amb I'expressio del receptor de
neurotrofines, p75"™ es va fer un estudi comparatiu dels nivells d’expressio d'aquest gen
entre ratolins mdx mascles i femelles de tres edats diferents: 5 setmanes, 3 mesos i 6

mesos. La n de cada condicid van ser de 3 animals.

A B #

%
<
i~ |
i,
[Vp)
L
oz

Fold change en ARNm de p75
i

Fold change en ARNm de p75
e
°

\\0

ns
4 -~ MDX Mascles

s N s T = MDX Femelles

1.5

1.0+

0.5-

Fold change en ARNm de p75

Fold change en ARNm de p75
M)
1

0.0 T T Y T T

& &
3° Ng & &
o & & & &

< X
& s
Figura 58: Comparacié dels valors d'expressié de p75 entre madx mascles i femelles.

(A) Expressid de p75 en mascles i femelles de 5 setmanes d'edat, amb uns valors de mitjana de 1,019+0,23
pels mascles i 2,565+0,73, per femelles, amb un (*) p-valor=0,0252. (B) Expressié de p75 en mascles i femelles
de 3 mesos d'edat, amb uns valors de mitjana de 1,17910,82 pels mascles i 2,877+0,92, per femelles, amb un
(#) p-valor=0,0758. (C) Expressid de p75 en mascles i femelles de 6 mesos d'edat, amb uns valors de mitjana
de 1,093+0,59 pels mascles i 1,375+0,68, per femelles. (D) Evolucioé dels nivells de p75 amb I'edat dels animals.
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Com s'observa a la figura 58, a les 5 setmanes, els nivells d'expressié de p75"™ eren més
alts en les femelles que en els mascles, i aquesta diferencia resultava estadisticament
significativa. Als 3 mesos, la diferencia no era estadisticament significativa, pero els nivells
es mantenien més alts en les femelles. A partir dels 6 mesos els nivells es normalitzen i

els de les femelles disminueixen fins als valors dels de |'altre sexe.

Estudl proteic de p75

Després d'una recerca bibliografica, p75"™® va ser seleccionat per realitzar més estudis
degut al seu interes funcional en el muscul. El primer que es va realitzar va ser comprovar
si 'augment de 'ARNm es traduia en un augment de la proteina.

Es va realitzar un Western Blot per p75N™

en 4 animals de la primera tanda de tractament
(2 placebo i 2 tractats amb E2) i 4 més de la segona tanda (també, 2 placebo i 2 tractats
amb E2). Tal i com es veu a la figura 59, el revelat demostrava I'augment proteic en la
mateixa mesura que la gPCR ho feia per 'ARNm. Curiosament, en la segona part de la
imatge (animals que van realitzar exercici) es veu un augment d'intensitat tan en placebo

com a E2. De fet, la diferencia entre els dos placebos també resulta significativa (*, p-

valor: 0,0125).
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Figura 59: Western blot per p75NTR,

(A) Imatge del revelat amb la banda immunoreactiva corresponent a p75N'R (a 75kDa) i de la proteina
utilitzada com a control de carrega, la Ciclofilina A (CypA) (a 18kDa). (B) Quantificacié per intensitats
de la ratio entre la proteina d'interées i el control de carrega amb el software Image). Comparacio
Placebo-E2 sense exercici, (*) p-valor=0,0102; comparacié Placebo-E2 amb exercici, (*) p-
valor=0,0392; i comparacié placebo-placebo, (*) p-valor=0,0125.

| el que resultava més interessant era comprovar on es localitzava aquesta proteina en el

muscul quadriceps dels ratolins tractats, pel que es va realitzar una immunofluorescéncia

5NTR

de doble marcatge p7 i utrofina. La utrofina, tal i com s'ha dit anteriorment,

s'expressa com a substituta de la distrofina quan aquesta manca i s'expressa sobretot en

677 pel que com es pot veure la co-localitzacié entre les dues

les fibres regeneratives
proteines demostra que p75"™" també s'expressa en fibres regenerants i nuclis. A més,
en les imatges es fa evident I'augment de marcatge en els tractats amb E2 respecte els

placebo (figura 60).

DAPI NGFR (p75) Utrofina Merge

Mdx Placebo

Mdx E2

Figura 60: Immunofluorescéncia per p75N™Ri utrofina.

La proteina p75N™R en el muscul esquelétic (en aquest cas, quadriceps) es localitza a la membrana
d‘algunes fibres (molt probablement, les regeneratives) i en alguns nuclis (tenyits amb DAPI). L'escala
equival a 100pm.

Es van prendre imatges a 20X augments de 20 camps diferents per cadascun dels talls
d'animals estudiats (5 de cada condicid) i es va quantificar, amb I'ajuda del software
Image), el numero de fibres positives i I'area d'aquestes. En total es van quantificar una
mitja de 200 fibres per cadascun. Com es pot comprovar a la figura seglent, els animal
5NTR

tractats amb E2 presenten un nimero més elevat de fibres p7 positives i I'area
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d'aquestes no difereix respecte les fibres negatives. Tot i aix0, sembla que hi ha una
tendencia a que les fibres dels animals tractats amb E2 tinguin una area més gran que

els placebo (figura 61).
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Figura 61: Quantificacions de la immunofluorescéncia per p75NTR,

(A) Fibres positives per p75N™® amb valors de mediana 0 (0 — 4.75) pels placebo i de 13 (6.5 — 38) pels
E2; i (B) area de les fibres quantificades.
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Estudi de neurotrofines

Donada la implicacié de la proteina p75"™ en el muscul esquelétic exposada en I'apartat

de gens seleccionats per validar els resultats dels microarrays, té€ un especial interes

dilucidar si aquest receptor actua mitjancant la uni6 d'algun dels seus lligands o no, i si

el tractament aconsegueix incrementar la presencia de les neurotrofines o de laltre

receptor, el d'alta afinitat TrkA (present al muscul adult i receptor preferent de NGF). Per

aixo es van determinar els nivell d’/ARNm al muscul quadriceps dels ratolins per NGF,

BDNF, NT-3, NT-4/5 i TrkA.

Els resultats que es van obtenir reflecteixen:

» Pel que fa a les neurotrofines no es van veure diferéncies significatives degudes

al tractament per cap d'elles, pero es veu un augment significatiu degut a
I'exercici per NGF i BDNF (figura 62). Els nivells de proteina de NGF van ser

analitzats per WB i tampoc es van observar diferéncies (figura A de I'annex).
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Figura 62: Valors de canvi d'expressié per les neurotrofines.

(A) Valors d'expressid de 'ARNm de NGF. La diferéncia entre els placebos de les dues rondes de tractament
és significativa (*, p-valor: 0,0280) i també entre els tractats amb E2, (**, p-valor: 0,016). (B) Valors d'expressio
de 'ARNm de BDNF. Segueix la mateixa tendéncia entre rondes que el NGF pero no arriben a ser canvis
significatius. (C) Valors d'expressié de 'ARNm de NT-3. (D) Valors d'expressié de 'ARNm de NT4-5.

* | pel que fa a laltre receptor de neurotrofines, TrkA, tampoc s'observen

diferencies significatives d'expressio entre les condicions (figura 63).

Figura 63: Valors de canvi d’expressié
pel receptor trkA.

Fold change en ARNm de trkA
N
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Estudli en les biopsies humanes, com esta p75"%?

Degut a l'elevat interés que té p75"™ per les seves possibles funcions en el muscul
esqueletic, es va voler veure quina era la seva expressio i localitzacié en el muscul de
pacients amb Distrofia Muscular de Duchenne, pel que es va realitzar una
immunofluorescéncia amb doble marcatge p75""-utrofina igual que la prévia en
ratolins.

5NTR en les

En les imatges que es presenten a continuacié s'observa un augment de p7
fibres dels pacients amb DMD respecte a un muscul control, aixi com també I'expressio
d'utrofina en les fibres regenerants també dels pacients. La localitzacié de p75"™® en
biopsies humanes co-localitza amb la membrana d'alguna fibra pero sobretot amb forca

nuclis cel-lulars, tal i com es pot veure a la figura 64.
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Figura 64: Immunofluorescéncia per p75N™Ri utrofina.

La proteina p75NTR en el muscul esquelétic de pacients es localitza a la membrana d'algunes fibres pero
sobretot en nuclis (tenyits amb DAPI). L'escala equival a 100um.

Igual que en la immunofluorescencia anterior, es van quantificar una mijta de 200 fibres
de seccions de 4 pacients amb DMD i 4 controls, amb |'ajuda del software ImageJ, el
numero de fibres positives i I'area d’aquestes. La figura representa els resultats obtinguts
d'aquesta quantificacid, en el que el nimero de fibres positives és molt superior en
pacients amb DMD que en els controls i es produeix una disminucio de la mida de les
fibres tan positives com negatives en els pacients amb DMD que resulta molt significativa

(figura 65).
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Figura 65: Quantificacions de la immunofluorescéncia per p75NTR,

(A) Fibres positives per p75NTR, amb valors de mitjana de 22 + 9,51 pels placebo i de 567 + 81,9 pels
E2 iamb un (****) p-valor<0,0001 i (B) area de les fibres quantificades. Comparacié area fibres positives

Control-DMD, (***) p-valor=0,0002; i comparacié area fibres negatives Control-DMD, (****) p-
valor<0,0001.
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4.2 RESULTATS DEL TRACTAMENT AMB LM11A-31

Per tal de confirmar la hipotesi de que els estrogens estaven atenuant el fenotip distrofic
a través de l'accié de p75"™®, es van tractar ratolins madx amb LM11A-31, un farmac que
és agonista parcial de p75"™%, seguint el disseny de la figura 66.

Es va fer un seguiment de I'evolucio i el pes de tots els animals, per determinar que el
farmac no alterava el creixement i es va comprovar que tots els animals van créixer al

mateix ritme (figura 66).
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Figura 66: Evolucio del pes dels animals al llarg del tractament.

Els dos grups d'animals presenten una corba de creixement molt semblant.

Tests funcionals

Els animals d'aquest tractament també van realitzar els tests funcionals un cop per
setmana, per tal de veure si es produia algun canvi en el rendiment fisic dels animals.

El primer test, el de suspensiod per dues extremitats, els resultats revelen que no hi ha
diferéncies significatives en cap moment del tractament i no es veu una evolucio clara en
els dos grups de tractament. Tot i aix0, en el pic maxim de necrosi-regeneracio (als 14
dies de tractament i 5 setmanes de vida), els animals tractats amb LM11A-31 presenten
una millor coordinacié corporal i aguanten més temps que els animals control (figura

67).
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Figura 67: Grafic representatiu del Test de suspensié per dues extremitats al llarg del tractament.

| pel que fa al test de suspensid de quatre extremitats, s'observen diferencies
significatives als 14 i 21 dies de tractament, en els que els animals tractats amb LM11A-

31 aconsegueixen assolir uns temps més alts de suspensio (figura 68).
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Figura 68: Grafic representatiu del test de suspensio per quatre extremitats al llarg del tractament.

Analisi de caracteristiques del fenotip deficient en distrofina

El primer que es va realitzar va ser comprovar si el tractament amb LM11A-31 aconseguia
modificar els trets distrofics propis del fenotip, comprovant els nivells de Creatina
Quinasa en plasma i fent un estudi histologic del muscul quadriceps.

Pel que fa als nivells de CKs obtinguts (taula 21), es va observar una disminucio dels
nivells de CKs en els animals tractats, tot i que, aquesta diferencia no arribava a ser

estadisticament significativa (veure figura 69).
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Taula 21: Valors dels nivells de CKs en sang (U/1) = 80000 e
=2
Control LM11A-31 g 50000+
23611 16862,7 &
Qo
3450,1 6131,3 g 40000+
68590 72041 5
45789 11450,3 2 200007
2
z 0.
Els valors de la mitja que s'obtenen
d'aquests son 35360 + 14051 U/l pels
control i 10412 + 2438 U/I pels LM11A-31. Figura 69: Nivells de CKs en plasma.

En I'estudi histologic del muscul quadriceps dels animals d’aquest tractament, també es

van estudiar les caracteristiques principals del muscul distrofic. No es van observar
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diferéncies pel que fa a nombre i estat dels GDRs, arees de infiltracio de cel-lules

immunitaries i nombre de fibres amb nuclis centrals entre les dues condicions. A la figura

70 podem veure exemples de aquests trets caracteristics en els musculs d'estudi.

Figura 70: Estudi histologic del quadriceps dels ratolins del tractament amb LM11A-31

Representaci6 de diferents trets de la patologia. (A) GDR en estat de necrosi. (B) Petita zona d'infiltracio
de cel-lules immunitaries. (C) GDR en fase de regeneracié (*). (D) Gran zona de necrosi i infiltracié de
cél-lules immunitaries. L'escala correspon a 100um.

145



%
<
—
L
p)
L
oz

Estudi del metabolisme del calci

Per tal d'estudiar si el farmac LM11A-31 influeix en I'homeostasi del calci en el model
animal max, com d'alguna manera sembla que ho fa I'E2, es van realitzar diferents estudis
moleculars i histologics amb mostres dels animals tractats.

El primer de tot, es va fer la tincié d'Alizarin Red S, en talls de quadriceps de tots els
animals pero no es van apreciar diferencies ni a nivell histologic, ni en el comptatge de

punts d'acimul de [Ca®*]; (figura 71).

MDX Control MDX LM11A-31

Figura 71: Tinci6 Alizarin Red S en miscul quadriceps.
Els acimuls es presenten com els punts roig-ataronjats més forts. A més, en les zones on les fibres
estan necrosant (*) es presenta una coloracié més taronja. L'escala equival a 200um.

A continuacié, es van fer els analisis moleculars seleccionant els gens per estar relacionats
amb el maneig de calci al Reticle Sarcoplasmatic: RyR1, SERCA1a i SERCA2a, com en el
tractament anterior. Els resultats d’expressio van revelar el mateix que la tincid d'Alizarin
Red S: no hi va haver diferencies entre les dues condicions en cap dels gens estudiats
(RyR1, SERCA1a i SERCA2a) ni entre el quadriceps i el diafragma. Pel que fa al nivell de
proteina, RyR1 també va ser estudiat per Western Blot, perd no es van produir canvis
entre els animals tractats LM11A-31 i animals de control. Aquests resultats es representen

a la figura B, i les analisis quantitatives a la figura C, de | annex.
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Com esta l'expressio de p757?

Com el farmac LM11A-31 és un compost agonista parcial del receptor p75"™ que actua
desplagant la neurotrofina NGF del lloc d'unié al receptor, és interessant saber quins son
els nivells d’expressié d'aquests dos gens en els nostres animals. Es va realitzar una PCR
a temps real dels 4 animals de cada condici¢ i dels resultats se’'n va extreure que hi ha
una disminucié no significativa de I'expressié de p75"™ i que no es produeixen canvis en

els nivells de Ngf (figura 72).
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Figura 72: Valors de canvi d'expressié per p75NR i Ngf.

(A) Expressié de p75NTR en les diferents condicions. Els valors de la mediana observats son de 355,66 (12,8 —
701,1) pels control i de 206,6 (47,79 — 282,9) pels tractats amb LM11A-31 (B) Expressi6é de MyoD en les diferents
condicions. Els valors de la mitjana observats sén de 1,14+0,3341 pels control i de 1,308+0,648 pels tractats
amb LM11A-31.

El tractament de LM11A-31 aconsegueix modificar 'expressié d'alguns gens com
el tractament de E2?
Es va voler confirmar si el nou tractament aconseguia modificar I'expressioé dels gens
relacionats amb la miogénesi que prenien valor amb el tractament anterior, com és el
cas de la miogenina, la miostatina o els marcadors de cél-lules satel-lit, Pax7 i MyoD.
En cap cas, es van observar canvis en I'expressio genica de cap d'aquests gens d'interes.
Els resultats revelen:

* Una tendéncia contraria al tractament d'E2 en I'expressié de la miogenina. En els

animals de LM11A-31 hi ha una disminucié dels valors d'expressio. La

representacio grafica es troba a figura D de I'annex.
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* La miostatina tendeix a augmentar en els animals tractats amb LM11A-31 (Figura
D de 'annex).
* No s'observen canvis d'expressié en 'ARNm de MyoD i una lleugera disminucio

en els de Pax7 pels ratolins LM11A-31, com es pot veure a la figura E de I'annex.

Sembla evident que el tractament amb LM11A-31 no produeix els mateixos canvis

atenuants en els animals madx que el tractament amb E2.
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4.3 RESULTATS DEL TRACTAMENT AMB PTC124 | NPs

4.3.1 Tractament amb PTC124 intraperitoneal

A causa de la controversia existent, previament exposada a la introduccid, al voltant de
I'eficacia del PTC124 per restablir la distrofina en DMD i amb els resultats obtinguts en
I'apartat anterior, es va decidir replicar I'experiment en ratolins mdx in vivo realitzat per
PTC Therapeutics®. Pel que es tracten ratolins mdxintraperitonealment amb PTC124 i el

seu vehicle (DMSO) durant dues setmanes.

Tests funcionals
Els animals d’aquest tractament van realitzar els tests funcionals: abans de comencar i un
cop cada setmana. Els resultats es mostren a la figura 73 i revelen que en el test de

suspensio per dues extremitats, els animals tractats semblen tenir una tendéncia a
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millorar el seu rendiment, pero, d'altra banda, el test de suspensid per quatre extremitats

mostra resultats superposats entre els grups tractats i control.
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Figura 73: Grafic representatiu del Test de suspensié per dues (A) i quatre extremitats (B) al llarg del tractament.
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Estudi de I'expressio de la distrofina a nivell proteic

A part de saber si les MSNsPEG arriben al muscul esquelétic, la importancia del
tractament també resideix en avaluar I'efecte de PTC124 reestablint I'expressid de
distrofina. Amb les mostres d'aquests animals es va realitzar el mateix que en el
experiment anterior, una immunofluorescéncia i un Western Blot per distrofina. Els
resultats obtinguts no mostren un augment en I'expressio de distrofina en els muasculs
GMG de ratolins mdx tractats amb PTC124 intraperitonealment durant dues setmanes,
en comparacié amb el grup injectat amb el vehicle (DMSO) (figura 74). Les imatges de la

immunofluorescéncia mostren la presencia de fibres revertents en ambdos grups.

DAPI Distrofina Merge

Figura 74: Immunofluorescéncia per distrofina.

DMSO

PTC124

Totes les seccions estudiades presenten punts de fibres revertents, positives per distrofina. A més es poden observar
els nuclis tenyits amb DAPI. L'escala correspon a 50pm.

Es van comptar les fibres distrofina positives per tots els animals, igual que en els
experiments anteriors i es va observar que els animals injectats amb DMSO presentaven

més fibres positives per distrofina, sent significativa aquesta diferencia figura 75).
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T Figura 75: Quantificacié de les fibres positives.

Els resultats es presenten per la mitja de fibres
positives per seccio, trobant una media de 43 (29,75
— 57,75) fibres positives per seccié en els tractats amb
o > vehicle i de 20 (13 - 33) pels tractats amb PTC124 amb
&N O un (****) p-valor<0,0001.

fibres positives per Dys/seccid

El resultat del Western blot mostrava que aquesta expressidé de distrofina en fibres
revertents no és suficient com per ser observada amb aquesta tecnica, el que demostra

que no es produia un augment efectiu de la proteina (figura 76).

DMSO PTC124 WT

Figura 76: Resultat del WB per distrofina.

Només s'observava marcatge en el control positiu utilitzat, un animal wt. En aquest cas, es va utilitzar
GAPDH com a control de carrega.

4.3.2 Us de nanoparticules de primera generacid

La hipotesi del laboratori del grup que explicava la falta d'eficacia del PTC124 per restablir
i augmentar la quantitat de distrofina va ser que el farmac no aconseguia arribar al
muscul esquelétic amb aquesta forma d'administracié. Es per aixd que es va plantejar

canviar de vehicle per intentar millorar I'arribada a I'corgan diana, utilitzant nanoparticules.
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Analisi de biodistribucié

Per avaluar si les primeres nanoparticules (MSNs) proveides per I'Institut Quimic de Sarria
(IQS) eren un bon vehicle per dur farmacs al muscul esqueletic inflamat, es va injectar
100ul de MSNs a una concentracio de 4ug/ul per la vena de la cua de ratolins maxi wt,
utilitzant un animal no injectat com a control negatiu. Previament a aquesta
administracié, es va induir un episodi de necrosi i inflamacié aguda a |'extremitat
posterior dreta d'un dels animals wt mitjangant la injeccié de CTX, tal i com s’explica en
I'apartat 3.2.3.3.

Aquests MSNs van ser funcionalitzades amb un marcatge fluorescent, cosa que permet
observar la seva biodistribucié detectant I'emissié de tot I'animal /n vivo també I'emissid
que emeten els teixits ex vivo utilitzant el Xenogen IVIS® Spectrum System. S'escaneja un
control negatiu per veure |'emissio de base que presenten aquests animals ja que la pell
de la soca de ratolins que s'utilitzen en aquests experiments emet grans quantitats de
fluorescencia. En consequéencia, no és possible establir la distribucio exacta de les MSNs
en tots els organs de I'animal basant-se en la detecci6 /n vivo (figura 77). Per aquesta

rad, la quantificacié de la biodistribucio de les MSNs s'ha realitzat en els teixits ex vivo

en tots els experiments.
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Figura 77: Imatges de l'escanejat /n vivo (A) i ex vivo de les extremitats posteriors dels ratolins (B).

A totes les imatges ex vivo, s'elimina la fluorescencia dels organs del control negatiu per
tal de quantificar la fluorescencia emitida real derivada nomeés del MSNs. A la figura 77
es mostra el resultat de I'escanejat de les extremitats posteriors dels animals als 30 minuts
post-injeccié. Com s'aprecia a la imatge es produia una acumulacié de les MSNs en el

muscul esqueletic inflamat, tant en la inflamacié aguda induida per CTX en el ratoli wt
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(fletxa) com en la inflamacio cronica present en els ratolins madx.
La quantificacio de la fluorescéncia de les extremitats posteriors, tal i com ha estat
descrita a la seccié de materials i metodes, confirma que les MSNs de primera generacié

tenen tendéncia a acumular-se al muascul esquelétic inflamat (figura 78).
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Figura 78: Quantificaci6 de la fluorescéncia emesa per les extremitats posteriors.
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Es van analitzar els altres musculs esquelétics: diafragma i extremitats anteriors; a més
del cor i el cervell (0rgans també afectats en DMD). La figura 79 mostra I'acumulacié de

MSNs en aquests organs per tots els animals, sent més evident I'acumulacio a cervell.
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Figura 79: Imatge de la fluorescéncia emesa pel diafragma (A), cor (B) i cervell (C).

Els macrofags capturen les nanoparticules de silice'", pel que es van analitzar drgans del
sistema mononuclear fagocitic (MPS), és a dir, el fetge, la melsa i els pulmons, per a la

possible acumulacié de MSN. A més, ates que les MSNs utilitzades tenen una eliminacié
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principalment renal'’?, també es va determinar la fluorescéncia dels ronyons.

A la figura 80, es pot veure una evident presencia de MSNs principalment en pulmons i
fetge de tots els animals injectats, possiblement per la captura dels macrofags. La bufeta
(dades no mostrades) també mostra una marcada acumulacio, fet que indica una alta

eliminacié de MSNs 30 minuts després de la injeccid.
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Figura 80: Imatge de la fluorescéncia emesa pels ronyons (A), fetge (B), pulmons (C) i melsa (D),
organs de rebuig i del sistema mononuclear fagocitic. (E) Quantificacié d’aquesta fluorescéncia.

4.3.3 Us de les nanoparticules de segona generaci6

Veient que les primeres NPs van mostrar una velocitat d'eliminacié massa rapida i
utilitzades s'acumulaven molt als organs d’eliminacioé del farmac i que, tot i que arribaven
als musculs inflamats, podia ser que no ho realitzessin en suficient quantitat, es van

funcionalitzar les NPs afegint molécules de PEG.

Analisi de biodistribucio

Les MSNs PEGilades (MSNSPEG) solen acumular-se menys als organs del sistema
mononuclear fagocitic (MPS, sigles en anglés), es mantenen més temps en el corrent
sanguini i tenen una taxa d'excreci6 més lenta després d'una administracié
intravenosa.”® Per tal de veure la distribucié d’aquestes NPs, es va injectar les MSNsPEG
en un ratoli wtal que préviament se li havia creat un episodi de necrosi aguda per injeccié

de CTX al GMG dret.
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Amb l'analisi d'aquest animal es va poder veure que les MSNsPEG seguien tenint
tropisme per la zona inflamada, com es pot veure a la figura 81.
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Figura 81: Escanejat ex vivo dels dos animals wt A la dreta, wzinjectat amb MSNsPEG.

L'extremitat dreta d'aquest segon animal presenta acumulacié de les MSNsSPEG coincidint amb la
necrosi-inflamacio per la injeccié de CTX.

Ates que les MSNSPEG es detecten en plasma fins de 4 a 8 hores després de la injeccio,
aquest experiment va ser dissenyat per veure la biodistribucié a les 4 i 24 hores post-
injeccio. La figura 82 mostra la distribuci6 homogenia de la fluorescéncia en I'animal
sacrificat a les 4 hores post-injeccio. Per contra, el que es va sacrificar a les 24 hores,
mostra una evident acumulacio a la cua, per on es realitza la injeccid, el que indica que
les MSNSPEG probablement no van arribar al torrent sanguini provocant, per tant, una
distribucié incorrecta per tot el cos. Per aquest motiu l'analisi ex vivo, només es realitza

en |'animal sacrificat a les 4 hores post-injeccio.
A

Figura 82: Escanejat in vivo dels animals injectats amb MSNSsPEG 4 hores (A) i 24 hores (B) abans del
sacrifici.

En I'animal injectat 24 hores abans de I'escanejat s'observa I'acimul de nanoparticules a la cua (fletxa).
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A la figura 83, es representen I'emissié de la fluorescencia dels musculs esquelétics, els
resultats dels quals suggereixen que les MSNSPEG també tenen afinitat pel muscul

esqueletic inflamat dels ratolins mdyx, aprofitant I'efecte EPR.

| o0

Figura 83: Fluorescéncia emesa pels musculs
. esquelétics: extremitats anteriors (A), extremitats
3 éfi.i posteriors (B) i diafragma (C).
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També es va analitzar la fluorescencia del cor i del cervell en els animals de 4 hores i les
imatges presentades a la figura 84, demostren només el cor presenta una baixa emissio

de fluorescencia per les MSNsPEG.

A

Epi-fluorescence B i~ Epi-Fluorescence

149.0
1480

1470
x10° 108
1460

¢ o :
1450

1440

Radiant Efficiency Radiant Efficiency
(Rlsecjemafsry (Rlsecfomfsry
W fem® WWifem?

Color Scale Color Scale

Min = 1,44e7 Min = 4.30e6
Max = 1.49e7 ) Max = 9.92e6

Figura 84: Fluorescéncia emesa pels altres organs afectes en el model deficient en distrofina madx. cervell (A) i
cor (B).
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L'emissié de fluorescencia dels organs del MPS i els ronyons esta representada a la figura
85. En aquest escanejat ex vivo, s'observava una emissid més elevada per part de I'animal
injectat amb MSNSPEG a tots aquests organs. Sobretot, s'observa molta acumulacio a

fetge i pulmons.
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Figura 85: Imatge de la fluorescéncia emesa pels ronyons (A), fetge (B), pulmons (C) i melsa (D), ’
organs de rebuig i del sistema mononuclear fagocitic.

4.3.4 Tractament amb NPs carregades am PTC124

Després de confirmar que les MSNsSPEG també tenen afinitat pel muscul esqueletic
inflamat, es van utilitzar aquestes nanoparticules per provar l'efecte de PTC124,

carregant-les amb el farmac.

Analisi de biodistribucio

Es va avaluar, com en els experiments anteriors, la presencia de MSNsPEG carregades
amb PTC124 i no carregades a través de |I'emissié de fluorescéncia de cada organ. La
preséncia de la droga al muscul esquelétic /n vivo no es va poder avaluar, ja que el

marcatge fluorescent corresponia a les MSNSPEG i el farmac no estava marcat. Es van
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tractar 3 ratolins madx amb MSNSPEG i 3 més, amb MSNsPEG carregades amb PTC124
(MSNsPEG-PTC), utilitzant ratolins madx com a controls de fluorescencia. El sacrifici i les
mesures es van dur a terme 24 hores després de I'Ultima injeccio.

La figura 86 mostra petites diferéncies entre els controls i els animals tractats pel que fa
a I'emissid de fluorescencia /n vivo. Les cues dels animals tractats mostren una emissio

més alta que els controls, el que indica que es van realitzar correctament les injeccions.
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Figura 86: Escanejat dels animals /n vivo. (A) Animals injectats amb MSNsPEG, i (B) animals injectats
amb MSNsPEG-PTC durant 4 setmanes.

Cap dels organs afectats en DMD mostra emissions de fluorescencia per preséncia de
MSNSsPEG ja sigui carregades amb farmac o no (figura 87). Només el diafragma del grup
injectat amb vehicle mostra una major emissié de fluorescéncia que I'animal control, no

injectat.
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Figura 87: Fluorescéncia emesa pels musculs afectats en Dmd: diafragma, extremitats anteriors i
extremitats posteriors (A) i. cor i cervell (B).
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Ala figura 88 es representen els resultats de I'emissio i la quantificacio de la fluoresceéncia
dels organs del MPS i dels ronyons. En aquest cas, el fetge dels dos grups injectats
presenta una emissio superior als animals control. La melsa també mostra emissions més

altes en tots dos grups.
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Figura 88: Fluorescéncia emesa pels organs de rebuig i del sistema MPS,

Tests funcionals

Per determinar el impacte en I'evolucié clinica dels ratolins madx per part del tractament
amb MSNSsPEG carregades amb PTC124 o no, s'han realitzat els mateixos tests funcionals
que en els tractaments anteriors: el test de suspensio per dues extremitats i de quatre
extremitats. Els temps de suspensié observats entre els grups de tractament no mostren
diferencies estadisticament significatives entre els grups tractats i els controls (figura 89).
Els animals injectats tendeixen a millorar amb les setmanes pero al final de I'estudi,
acaben tenint un rendiment comparable. Pel que sembla que el tractament amb

MSNSsPEG amb i sense PTC124 no aconsegueix millorar I'estat fisic dels ratolins madx.
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Figura 89: Grafic representatiu del Test de suspensié per dues (A) i quatre extremitats (B) al llarg del tractament.

Presencia de MSNsPEG en talls de muscul esqueletic

Com a assaig qualitatiu, els musculs gastrocnemis dels ratolins injectats amb
nanoparticules es van tallar per avaluar directament la preséncia de les particules
fluorescents en el muscul esqueletic inflamat sota un microscopi de fluorescencia
confocal. En els talls d'animals injectats amb MSNSPEG i MSNsPEG-PTC durant 4

setmanes, no es va poder assegurar la presencia de MSNsPEG a les seccions.

Estudli de I'expressié de /a distrofina a nivell proteic
L'objectiu principal d'aquest tractament era veure si s'aconsseguia restaurar |'expressio
de distrofina. Es per aixd que es va analitzar I'expressié de la proteina en els ratolins

tractats mitjancant immunofluorescencia i Western Blot.
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Per immunofluorescéncia es van analitzar seccions dels tres grups d'animals de
I'experiment (control, MSNsPEG i MSNsPEG-PTC). Els resultats mostren que no existeixen
diferencies en I'expressio de distrofina (figura 90). Les imatges mostren la presencia de
fibres disperses positives per distrofina, iguals per tots els animals i que molt
probablement es tracti de fibres revertents, presents en el model mdx'’. La seva

preséncia per tant, no és atribuible al farmac.
DAPI Distrofina Merge

Figura 90: Immunofluorescéncia per distrofina en els animals injectats amb MSNsPEG i MSNSPEG-PTC.

MSNsPEG

MSNsPEG-PTC

En totes les seccions estudiades es poden observar fibres revertents, positives per distrofina i els nuclis tenyits amb
DAPI. L'escala correspon a 50um.

Es van comptar les fibres positives per distrofina en 10 seccions no consecutives de cada

animal i no es van veure diferencies d'expressié (figura 91).

ns

501 ns

ns

404
30- Figura 91: Quantificaci6 de les fibres positives.
Els resultats es presenten per la mitja de fibres
204 - .. o,
positives per seccid, trobant una mitjana de
40,79+2,468 fibres positives per seccié controls
mdy, de 34,33+2,88 pels injectats amb MSNSsPEG i
de 33,3843,17 pels injectats amb MSNsPEG-PTC.

fibres positives per Dys/seccié
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A més, es va realitzar un Western Blot per visualitzar la quantitat de proteina dels animals
de I'experiment. Com es pot veure a la figura 92, els ratolins mdlx injectats, ja sigui amb
NPs carregades amb PTC o no, i no injectats no presenten un augment de la proteina

d’estudi.

MDX — MSNsPEG  MSNsPEG-PTC WT

Dysl

A . GAPDH

Figura 92: WB per sistrofina de les mostres del tractament amb MSNsPEG i MSNsPEG-PTC.

Nomeés s'observava marcatge en el control positiu utilitzat, un animal WT. Es va utilitzar GAPDH com a control
de carrega.
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4.4 RESULTATS DEL DIAGNOSTIC GENETIC DE PACIENTS
AMB NMD

Resultats de les técniques de NGS aplicades

Com ja s’ha comentat en |'apartat 1.2.1 de la introduccid, el diagnostic genetic requereix
de la implicaci6 previa de moltes disciplines mediques: neurolegs pediatres,
neuroradiolegs, neuropatolegs... Tots ells condueixen a un fenotip concret que, ben
caracteritzat, facilita trobar-ne el genotip.

La dificultat del diagnostic genétic dels trastorns neuromusculars radica, per una banda,
en |'elevada heterogeneitat genica i fenotipica que els caracteritza. Per altra banda, els
gens responsables d'aquestes malalties solen ser els més grans del genoma. Es per aixo
que l'abordatge que s'ha utlitzat fins al moment, el de seqlenciar gen per gen amb
tecniques tradicionals, suposava un elevat cost economic i una inversié considerable de
temps, dificultant la deteccid de la causa de la patologia. Per aixo, sobre I'any 2011, quan
les primeres tecnologies de Sequenciacid massiva van fer-se més accessibles, , el
laboratori de Neurologia Pediatrica es va plantejar el seu Us per a incrementar la taxa de
diagnostics.

L'estudi va consistir en la seqiienciacio de I'exoma complet (WES) de 12 pacients en un
format singleton (tan sols el cas index). Els resultats van ser analitzats a través del filtratge
de les variants que afectaven al llistat de gens coneguts en aquell moment, aconseguint
resoldre només 2 casos (figura 93). Els pacients diagnosticats van ser el 3iel 9, i les

caracteristiques de les mutacions trobades es detallen a la taula 22.

Davant la taxa d'exit tan baixa que es va obtenir, es va plantejar posar a punt el panell de
gens TruSight One d'lllumina. Amb aquest panell es cobrien 4.813 gens relacionats amb
patologies mendelianes (per aixo també se 'anomena exoma clinic), entre els que es
trobaven la majoria de gens associats a NMD descrits en aquell moment. El fet de reduir
el nombre de gens seqlienciats proporciona un augment de a cobertura dels seus exons,
en comparaci6 amb el WES. D'aquesta manera, es pretenia veure si s'aconseguia
augmentar el nUmero de diagnostics, alhora que es reduia el temps d'obtencié de

resultats i el cost de la técnica.
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Es va realitzar la seqiienciacio per TSO de 32 mostres, 6 de les quals ja s’havien sequienciat
per WES. En total, es va aconseguir diagnosticar a 16 dels pacients (Taula 22), i 4 d'ells ja
havien estat sequenciats amb WES i no se n'havia trobat la causa. D'aquesta manera,

I'exit diagnostic va augmentar d'un 16.6% amb WES a un 50% amb TSO (Figura 93).

Il Resolts
1 No resolts

Il Resolts
[ No resolts

Total=12 Total=32

Figura 93: Taxa d'éxit de les diferents técniques de NGS utilitzades en els pacients amb NMD.

A més, cal remarcar la importancia de revisar la cobertura i els canvis que tenen poques
lectures (reads) abans de descartar els gens candidats dels que se sospita. Aquest pas es
duu a terme amb el software |GV, que ens permet veure regions mal cobertes, confirmar
que la sequenciacié ha estat bona i que les variants que veiem sén creibles. Aixo és
essencial perqué |'anotacio del programari del TSO i el seu pjpeline no detecta com a tals
les delecions o insercions que sobrepassen un nimero determinat de parells de bases.
Es per aixo, que dos dels casos van ser detectats mitjancant aquesta eina. El pacient 27,
del que se sospitava una alteracié al gen del Sarcoglica Gamma (SGCG), es va revisar
I'alineament, detectant una manca de lectures a I'ex6 7 que suggeria la delecié d'aquest
fragment (Figura 94A). Els resultats del pacient 21 també van ser analitzats amb I'IGV,

detectant una deleci¢ al principal gen candidat, COL6A1 (Figura 94B).
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Figura 94: Canvis en gens candidats trobats amb el software IGV.

(A)

Imatge corresponent a la cobertura de I'exd 7 del gen SGCG pel pacient 27 (part superior) i el pacient
26, ambdos seqlenciats a la vegada.

(B) Aquesta imatge correspon a la deteccid d'una delecié en el gen candidat COL6A1 pel pacient 21, no

present en altres pacients.
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A més, en els casos negatius és necessari realitzar nous analisis bioinformatics aplicant
pipelines diferents, o filtrant les variants pel llistat de gens actualitzat. D'aquesta manera,
podem augmentar el percentatge d'éxit en els diagnostics genétics. Es el cas del pacient
5 en els que I'aplicacioé d'un nou pipeline en el marc del projecte PERIS SLT002/16/00174,
anomenat “Implementacié de la medicina personalitzada basada en la genomica en
malalties minoritaries neurologiques no diagnosticades” va permetre trobar la causa
genetica de les seves patologies. Aquest nou pipeline consisteix en la combinacio dels
softwares d'analisi BWA-MEM, Picard i GATK-HC per a alinear les dades crues de la
seqlienciacio amb el genoma de referencia hg19, cridar les variants i anotar-les. | el cas
del pacient 33, que el filtratge pel llistat de gens actualitzat va permetre determinar les
variants causants de la seva patologia.

Un dltim analisi important abans de descartar un gen candidat és revisar detingudament
totes les variants trobades en aquest gen, no només les que se'n prediu un impacte elevat
en la funcionalitat de la proteina sing, fins i tot aquelles que tenen un significat incert. Es
el cas del pacient 7, afecte de miopatia nemalinica amb una mutacié nonsense al gen de
la nebulina (NEB) ja validada. Al ser una patologia recessiva, la variant Unica detectada
no podia explicar el fenotip. No obstant aix0, I'analisi exhaustiu dels possibles canvis en
aquest gen van deixar la possibilitat de que I'altra variant fos una mutacié sinonima que

podria estar afectant |'splicing, ja que els predictors aixi ho consideraven.

Validacié de les variants

Al tractar-se de sequenciacidé de casos indexs és imprescindible realitzar una validacio,
per seqlenciacio Sanger, de la variant en el pacient i en els seus progenitors. D'aquesta
manera s'eliminaran els falsos positius que s'hagin pogut detectar i també es comprovara
la segregacio de la variant en els pares per tal de definir-ne I'herencia (Taula 21). Aquest

pas va ser realitzat per tots els pacients.
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Taula 22: Diagnostics genétics per NGS

Pacient  Técnica Gen Mutacié Heréncia Patogenicitat

1 WES/TSO | DNM2 | NM_001005361.2 c.1856C>T; p.Ser619Leu ADA, De novo SP: D, PE: D, MTF: DC, EXACC: NA, ™58

NM_001267550.1 c.95197C>T; p.GIn31733* AR, Heredada del pare S: NP, P: NP, MT: DC, ExAC: NP, ND
3 WES/TSO | TTN

NM_001267550.1 ¢.21068A>C; p.GIn7023Pro Heredada de la mare S: NP, P: NP, MT: DC, EXAC: NP, ND
5 WES/R | SEPNT | NM_020451.2 .988C>T ; p.GIn330* AR, Homozigot, 1 de cada S: D, P: NP, MT: DC, EXAC: NA, ND

progenitor

NM_001267550.1 Sc'ffgosgsdvelﬁ; *3 AR, Heredada del pare S: NP, P: NP, MT: DC, ExAC: NP, ND

6 SO TTN p->¢ an
Falta trobar la segona mutacio -
. *

NM_001164507.1 €.2920C>T; p.Arg974 AR, Heredada de la mare S: NP, P: NP, MT: DC, ExAc: NA
7 TSO/R | NEB

NM_001164507.1 c.24579G>A; p.= S: T, P: NP, MT: DC, HSF: afecta /’splicing, EXAc:

Heredada del pare 0,00003640,€°
6 * C
8 TSO | MTM1 | NM_000252.2 c109C>T; p.Arg37 XL, Heredada de la mare S: NP, P: NP, MT: DC, ExAc: NA,'6'
NM_000540.2 c.7323+1G>A AR, Heredada del pare HSF: afecta I'splicing, ExAc: 0,000008298, ND
9 TSO RYR1
NM_000540.2 ¢.13672C>T; p.Arg4558Trp Heredada de la mare S: D, P: D, MT: DC, ExAc: 0,000008237,63

11 TSO | RYRT | NM_000540.2 C.6857T>A: p.Leu2286GIn AR, Horg(:gége(:{t;rde cada S: D, P: D, MT: DC, ExAc: NA, 162

(A) AR = Heréncia autosomica recessiva (B) AD = Heréencia autosomica dominant (C) XL = Heréncia lligada al cromosoma X. (D) S = Predictor de patogenicitat Sift. (E) P = Predictor de
patogenicitat Polyphen. Per aquests dos, D correspon a una prediccio deletéria i N a una neutral. Si I'anotacié és NP, significa que no ha estat possible fer la valoracioé pel tipus de mutacio.
(F) MT = Predictor de patogenicitat Mutation Taster. La denominacié DC significa que prediu que pot ser causant de patologia. (G) ExAc = Base de dades de freqliéncia poblacional. Quan
surt NA significa que no ha estat anotat i no consta a la base de dades. (H) HSF = predictor Human Splicing Finder 3.1. (I) ND o nimero de referéncia, ens indica si aquesta variant ha estat

descrita i publicada préviament.
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Continuacio taula 22.

RESULTATS

Pacient  Técnica Gen Mutaci6é Heréncia Patogenicitat
NM_000540.2 c.325C>T; p.Arg109Trp AR, Heredada de la mare S: D, P: D, MT: DC, ExAc: 0,0001076,">
12 TSO RYRT
NM_000540.2 c.1163C>A; p.Ser388* Heredada del pare 5: NP, P: NP, MT: DISI’DEXAC' 0,000008258,
¢.305_306delAC;
13 TSO | MTMR14 | NM_001077525.2 p.Thr103Valfs*2 AD, Heredada de la mare S: NP, P: NP, MT: DC, ExAc: NA, ND
15 NM_152263.2 c.735A>C; p.Arg245Ser AD, De novo S: D, P: D, MT: DC, ExAc: NA, ND
TSO TPM3
. .
16 WES SEPNT | NM_020451.2 €.1379C>T; p.Ser460Phe AR% Horg::)zéi;’it;;rde cada S: D, P: D, MT: DC, EXAC: 0,000009974. ND
17| WES/TSO | COL6A2 | NM_001849.3 c954+1G>A AD o AR, De novo HSFH: afecta I'splicing, EXAC: NA, ND!
18 | WES/TSO | COL6AT | NM_001848.2 c1002+1G>A AD o AR, De novo HSF: afecta I'splicing, EXAC: NA, ND
. . . . . 159
19 WES MNA NM_170707.2 c.1621C>A; p.Arg541Cys AD, De novo S: D, P: D, MT: DC, EXAC: NA,
20 TSO LAMA2 NM_000426.3 c.1467+1G>C AR, Heredada del pare HSF: afecta |I'splicing, ExAc: NA, ND
25 TSO SGCG NM_000426.3 c.3038-7G>A Heredada de la mare HSF: afecta I'splicing, ExAc: NA, ND

(A) AR = Heréncia autosomica recessiva (B) AD = Herencia autosomica dominant (C) XL = Heréncia lligada al cromosoma X. (D) S = Predictor de patogenicitat Sift. (E) P = Predictor de
patogenicitat Polyphen. Per aquests dos, D correspon a una prediccio deletéria i N a una neutral. Si I'anotacié és NP, significa que no ha estat possible fer la valoracioé pel tipus de mutacio.
(F) MT = Predictor de patogenicitat Mutation Taster. La denominacié DC significa que prediu que pot ser causant de patologia. (G) ExAc = Base de dades de freqliéncia poblacional. Quan
surt NA significa que no ha estat anotat i no consta a la base de dades. (H) HSF = predictor Human Splicing Finder 3.1. (I) ND o nimero de referéncia, ens indica si aquesta variant ha estat
descrita i publicada préviament.



Continuacio taula 22.

Pacient Técnica Gen Mutacié Heréncia Patogenicitat
21 TSO | COL6A1 | NM_001848.2 ¢.910_919delinsG AR o AD, De novo S: NP, P: NP, MT: DC, ExAc: NA, ND
22 TSO | COL6A3 | NM_004369.3 .6309+3A>G AR o AD, De novo HSF: afecta I'splicing, ExAc: NA, ND
€.2361_2362insTTCA; AR, Homozigosi *, Heredada de la
23 TSO | CAPN3 | NM_000070.2 0. Arg788Phefs*14 mare S: NP, P: NP, MT: DC, ExAc: NA, ND
. : AR, Homozigosi **, Heredada de la
24| 150 | FKRP | NM_001039885.2 ¢.1219T>C; p.Tyr407His nare S: D, P: D, MT: DC, EXAc: NA, ND
27 TSO SGCG Delecio ex6 7 - En homozigosi =
c.2361_2362insTTCA;
NM_000070.2 0 Arg788Phefs*14 AR, Heredada de la mare S: NP, P: NP, MT: DC, ExAc: NA, ND
28 TSO CAPN3 '
NM_000070.2 c1992+1G>T Heredada del pare HSF: afecta I'sp/icing, EXAc: NA, "
NM_173660.4 ¢.190G>A; p.Gly64Arg AR, Heredada del pare S: D, P: D, MT: DC, ExAc: NA,™6?
30 TSO DOK7 .
NM 1736604 ¢.1120_1121insGCCT; Heredada de la mare S: NP, P: NP, MT: DC, ExAc: 0,0007488,
- ’ p.Ala378Serfs*30 ND
NM_020751 ¢.215G>C; p.Arg72Pro AR, Heredada del pare S: D, P: D, MT: DC, ExAc: NA, ND
33 TSO/R COG6
/ NM_020751 ¢.1941_1947delATCGCCG; p.Pro649fs* Heredada de la mare S: NP, P: NP, MT: DC, ExAc: NA, ND

(A) AR = Heréncia autosomica recessiva (B) AD = Herencia autosomica dominant (C) XL = Herencia lligada al cromosoma X. (D) S = Predictor de patogenicitat Sift. (E) P = Predictor de
patogenicitat Polyphen. Per aquests dos, D correspon a una predicci6 deletéria i N a una neutral. Si I'anotacié és NP, significa que no ha estat possible fer la valoraci6 pel tipus de mutacio.
(F) MT = Predictor de patogenicitat Mutation Taster. La denominacié DC significa que prediu que pot ser causant de patologia. (G) ExAc = Base de dades de freqliéncia poblacional. Quan
surt NA significa que no ha estat anotat i no consta a la base de dades. (H) HSF = predictor Human Splicing Finder 3.1. (I) ND o nimero de referéncia, ens indica si aquesta variant ha estat
descrita i publicada préviament.
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La informacio de les variants, aixi com les validacions, va permetre concloure la majoria
de diagnostics. Malgrat aixo, tres dels casos (pacients 10, 13 i 31) van ser classificats com
a casos dubtosos, ja sigui pel tipus de gen o pel tipus d'heréncia:

- Pacient 3: presenta dues mutacions al gen de la TTN, una d’elles es prediu com a
altament patogenica, ja que genera un cod6 STOP prematur. L'altre és una
missense potenialment patogenica.

- Pacient 6: se li va trobar una delecié al gen de la TTN causant d'un frameshifti a
més, un gran nombre de variants de significat incert en aquest mateix gen. Al ser
un gen d’'herencia recessiva, cal determinar si hi ha un segona mutacié que pugui
ser causant, sempre i quant quadri amb el fenotip.

- Pacient 13: es va trobar una delecié de dos parells de bases al gen MTMR14
resultant en un frameshift. Aquesta és heredada de la mare sana, cosa que posa
en dubte la validesa de la variant degut a la heréncia dominnat que caracteritza

aquest gen.
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Analisi funcional de variants amb significat incert

En alguns casos, per donar validesa a determinades mutacions, conegudes com de
significat incert (VUS) va fer falta realitzar analisis complementaris, com ara els estudis de
ARNm. Aquesta tecnica va ser utilitzada per a validar I'impacte sobre el procés d'splicing
de les variants identificades en els pacients 17, 22 i 28. També va ser util per a estudiar
I'efecte real de la mutacié sinonima en el gen de la Nebulina detectada al cas 7. Per a dur
a terme aquest procés, es va extreure '’ARNm total de la biopsia muscular de cada
pacient, es va retrotranscriure, amplificar i sequienciar la regié d'interés. En alguns casos,
en els que la quantitat de biopsia muscular no era suficient, no es va poder realitzat

aquest estudi. Els resultats es recullen a la taula 23.
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Taula 23: Analisi de I'impacte funcional de les variants de significat incert (VUS)

Pacient Gen Mutacié Efecte en la pauta de lectura
Activacié d'un nou donor site,
7 NEB NM_001164507.1  c.24579G>A; p.= delecionant un fragment de I'ex6
GAGCT
17 COL6A2 NM_001849.3 c.954+1G>A Delecié de I'ex6 9
22 COL6A3 NM_004369.3 c.6309+3A>G Delecio de I'exd 15
28 CAPN3 NM_000070.2 c.1992+1G>T Delecié de I'ex6 17

Relacio entre diagnostic clinic i diagnostic genétic
Un aspecte essencial per a determinar quins factors poden influir en la taxa d'exit de
diagnostic genétic va ser establir una relacié entre les dades cliniques de les que

disposavem (informes de electromiografia, biopsia muscular, ressonancia magnetica,
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observacions del fenotip per part del clinic especialista...) i les variants causals, en cas de
que s'haguessin detectat.

Sembla existir una relacié que ens marca que com més dirigit sigui el diagnostic clinic,
fins i tot, que sigui capac de reduir-nos el llistat de gens a uns pocs, més probabilitat de
trobar la causa genetica hi ha. Extraient els tres casos dubtosos que es van presentar, la
figura 95 demostra aquesta conclusié.

Casos dirigits Casos parcialment definits

Il Resolts =3 No resolts
= No resolts

Total=26 Total=9

Figura 95: Diferéncies d'éxit entre un diagnostic clinic clar que dirigeix el diagnostic molecular i un diagnostic
parcialment definit.

En el primer cas es van resoldre 21 dels 26 estudiats i en el segon, no es va aconseguir diagnosticar cap
dels 9 casos estudiats. Els tres que considerem dubtosos no s'han tingut en compte en aquest analisi.
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Discussio del tractament amb E2

Des de fa anys es coneixen els efectes beneficiosos del estrogens en el rendiment i el

2021233338 | també que en el génere masculi, I'estradiol se sintetitza

metabolisme muscular
a partir de la testosterona a nivell periféric (a muscul esqueléetic, entre d'altres teixits),
mitjancant I'accié de I'enzim p450 Aromatasa, en diverses espécies animals inclosa la
humana. Tanmateix, sembla ser que els nivells d'estradiol en els mascles no serien
suficients per a exercir les accions protectores que desenvolupen en les femelles.”’ Perd
tractar els nens afectes de DMD amb hormones sexuals a edats tan precoces no és
possible, degut als grans efectes adversos que poden tenir aquests tipus de tractaments
a curt i llarg termini.

Existeix una evident necessitat de trobar una terapia que permeti millorar la qualitat de
vida dels pacients amb DMD. Pel que aix0, juntament amb la hipotesi del nostre grup de
que els estrogens poden estar modulant alguns aspectes beneficiosos per la patologia,
va dur al disseny d'un tractament amb 17B-Estradiol (E2) en ratolins madx, model muri
deficient en distrofina. Aquest estudi ens havia de permetre trobar dianes terapéutiques
a partir de les quals avancar en el coneixement de la fisiopatologia de la Distrofia

Muscular de Duchenne.

Es efectiu el tractament?

Previ a veure els efectes de I'E2 sobre el muscul esquelétic, es va voler assegurar que
aquesta via de tractament, la insercido d'un pellet que conté el compost, era apte i
aconseguia incrementar els nivells d'E2 en sang en els animals tractats. Com s’ha pogut
veure a resultats, el pellet es dissolia en el greix i es distribuia sistemicament, sense
afectar la viabilitat, I'evolucié i I'estat dels animals durant el temps de tractament.

Els efectes de les hormones sexuals en la regeneracié muscular han estat ampliament
descrits. Ha estat reportat que I'E2 pot atenuar els marcadors de dany muscular en sang
després d'induir el dany muscular, com en el exercici excentric (correr en una cinta, per
exemple). A més, esta descrit que aquest efecte no és instantani i que es manté en el
temps, com s’ha pogut veure en rates ovariectomitzades que havien assolit la maduresa
préviament a la intervenci6.?’ Durant el nostre treball, s'ha pogut comprovar que aquesta

atenuacié del dany es produeix també en els nostres animals, tan en els nivells basals de
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CKs (en els dels primers experiments), com en els nivells dels que van realitzar exercici.

També s’ha descrit que amb I'exposicio als E2 es produeix una reduccié de la infiltracio
dels macrofags pro-inflamatoris, que les femelles presenten una invasié menor post-
dany comparat amb els mascles i que a més, es produeix un retard de l'aparicié
d’aquestes cél-lules al teixit.>>?®* L'estudi del mUscul quadriceps per mitja de seccions
transversals i de la tincié6 d'Hematoxilina-Eosina, no ha pogut demostrar cap d'aquests
canvis en els nostres animals. Si bé és cert que, a I'estar realitzant un tractament d'un
mes de durada, pot ser que no s'arribi a veure les diferencies en la infiltracid que es
produeixen en un instant concret del procés de necrosi-inflamacid, per estar-ho
visualitzant en moments previs o posteriors. També és molt probable que no aconseguim
veure aquests canvis perque la tincié d'H-E és molt genérica i ens ajuda a veure |'estat
general del muscul. En les altres caracteristiques histologiques propies del teixit danyat i

en regeneracio tampoc s’han pogut veure grans diferéncies entre les condicions.

Queé esta canviant I'E2?

Sén molt coneguts els efectes de I'E2 en el muscul pero no se sap ben bé per quins

mecanismes ho fa. Tot i aix0, existeixen tres teories predominants?:

1) Per la seva estructura similar a altres antioxidants, com la Vitamina E, es pensa que
té una elevada capacitat antioxidant i pot tenir I'habilitat de degradar radicals lliures
i estimular I'expressio d’enzims antioxidants, limitant aixi el dany oxidatiu.

2) Per la seva semblanga amb el colesterol, pot ser que tingui habilitat per intercalar-
se entre els fosfolipids de la membrana, estabilitzant-la.

3) Per la presencia a muscul dels seus dos receptors: ERat i ERB. A través d'ells, el

estrogens poden regular molts gens i dianes moleculars downstream.

Per tal de veure els efectes dels estrogens en els gens downstream, s'han realitzat els
estudis d'expressié per microarrays. Com s’ha vist en els resultats, I'E2 es troba modulant
les vies de senyalitzacié implicades en la regulacio del sistema immune, molt
probablement també en la inflamacio, i en la proliferacid i els processos de

desenvolupament.
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Quins gens, interessants funcionalment, esta modificant?

De I'analisi realitzat per mitja dels microarrays, es van seleccionar uns gens per validar la
seva expressid. Aquests gens van ser seleccionats pel seu interes funcional i per trobar-
se sobreexpressats en els animals tractats amb E2.

El primer gen seleccionat, va ser Ngfr (de I'angles, Nerve Growth Factor Receptor) o
p75NTR, del que es parlara més endavant.

Un altre gen va ser, Drp2 (de I'angles, Dystrophin-related protein 2), ja que es tracta d'un
gen de la familia de la distrofina que juntament amb la isoforma Dp116 i la G-utrofina
retenen I'habilitat del domini C-terminal de Dmd i utrofina (Drp1) per associar-se a
distroglicans, distrobrevines i varis membres de la familia de la sintrofina per formar el
complex DPC." L'expressié de Drp2, perd, es redueix sobretot a diferents parts del
cervell com el bulb olfactori, el cortex, I'estriat i la medul-la espinal, tot i que, també s'ha
vist expressio a I'ull, I'ovari, I'epididim i els testicles perd no a muscul esquelétic o cardiac.
Es creu que pot tenir un rol analeg a distrofina i utrofina a sistema nerviés central de
vertebrats.'® De fet, mutacions en aquest gen estan associades a una forma moderada
de Charcot-Marie-Tooth. La seva funcié a mlscul muri encara esta per determinar pero
en un estudi en muscul cardiac bovi s'ha descrit que s'associa al sarcoglica-gamma
(SGCG)'® i que en muscul del peix de la familia dels torpedinids, Torpedo Marmorata, la
proteina Drp2 s'expressa sobretot en les fibres lentes, les de tipus I. Pel que en futurs
estudis es podria comprovar si aquesta expressié també es produeix i la seva localitzacio
en el muscul de ratoli i si el seu augment en el tractament que s'ha realitzat pot deure'’s
a un viratge de la composicid dels musculs cap a un augment de les de tipus I.

Un gen més sobreexpressat va ser WISP2/CCN5 (de I'angles, Wnt-7-induced signaling
protein-2). En el moment dels microarrays es coneixia molt poc de la funcionalitat
d'aquest gen pero ara esta descrit que forma part de la familia de les CCNs, gens
implicats directament en la fibrosi, ja sigui inhibint o promovent-la. Aquest és el cas de
Ctgf, membre conegut i profibrotic d'aquesta familia.'*

Aquests gens tenen un paper en la regulacié de les cel-lules precursores mesenquimals,
en les que Wisp2 frena la diferenciacié adipogénica i promou la seva proliferacié. A més,
sembla tenir un rol antifibrotic, un paper important durant el desenvolupament

embrionari, la cicatritzacio i reparacidé de lesions, lI'angiogenesi. També podria estar
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inhibint I'acci6 de TGF-B (de l'anglés, Transforming Growth Factor-8)'"°, promotor
principal de la fibrosi a mascul."" Es coneix que Wisp2 s'indueix en resposta als estrogens
i més concretament per accio del receptor d'estrogens o (ERa) i que és necessari per la
induccid de la proliferacié promoguda per IGF1 en tumors de mama.'’? IGF-1 a muscul
activa la via PI3K/Akt que com ja hem dit promou la hipertrofia, la supervivencia i
reverteix I'atrofia muscular per desus o falta d'innervacid.'? Veient les implicacions de
Wisp2 en la regulacio de la miogenesi, resultaria un bon candidat per a futurs estudis.

L'Gltim seleccionat va ser, MMP-9 (de I'anglés, Matrix Metalloprotease 9). Es tracta d'una
proteina de la familia de les metal-loproteases, que s'encarreguen de regular la formacié,
remodelaci6 i degradacié de la matriu extracel-lular (ECM)™, i aquesta és crucial pel
manteniment de I'homedstasi i la integritat funcional de les fibres musculars'™. Esta
descrit que a muscul del model cani CXMD, MMP-9 s’expressa en fibres degenerants
rodejades de cél-lules inflamatories, pel que se li ha atribuit un rol en la inflamacié durant
el procés de degeneracid."® A més, s'ha vist que els nivells de MMP-9 en sérum estan
augmentats en pacients de DMD i que aquest incrementa amb |'edat.’’® Un estudi més
exhaustiu d'aquesta proteina en un doble knockout mdx/Mmp9-/- ha demostrat que és
essencial un balang dels nivells de MMP-9 per la correcta evolucio de la patologia. La
delecio d'aquest gen en estadis prematurs de la patologia produeix una disminucio¢ de
la necrosi i de la infiltracio de neutrofils, a la vegada que un augment de la regeneracié
muscular. Pero en estadis més tardans, s'observa una deficiencia del creixement muscular
per alteracié de I'expressid dels factors miogénics i un augment del teixit fibroadip6s.'”’
A més, estan descrits efectes contraposats ja que s’ha vist que en el ratoli mdx, pot
generar hipertrofia mitjancant la fosforilacié d’'Akt'® perd també que la seva inhibicié
millora la regeneracid i atenua el fenotip."” Pel que incidir en la regulacié d'aquesta
proteina amb rol dual podria resultar beneficios per la DMD, igual que entendre quin pot

ser |'efecte del seu augment en animals tractats E2, tal i com observem en el nostre cas..

Qué s’'obté de l'aplicacié dels tests funcionals?
Per tal d'obtenir més dades dels efectes de I'E2, el grup es va plantejar I'aplicacio d'una
rutina de tests funcionals que ens avaluar el seu estat fisic. Es van emprar els dos tests

de suspensid protocollitzats per Treat-NMD. Es tracta d'exercicis que mesclen
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contraccions excentriques i concentriques, que com s’ha pogut comprovar sembla que
també produeixen un agreujament del fenotip: s'obtenen nivells de CKs més alts i trets
histologics deteriorats. Amb aquests tests s’ha comprovat que I'E2 produeix una millora
de les condicions fisiques de l'animal tant en forca (test de suspensid per quatre
extremitats) com sobretot, en coordinacié (test de suspensié per dues extremitats).
Aquesta millora es fa més evident durant el pic de necrosi-regeneracié, a les 5 setmanes.
Com s’ha comprovat, malgrat haver-hi un increment dels nivells de CKs es mantenen les
diferencies entre condicions. A més, hi ha un empitjorament de les caracteristiques
histologiques pero d'igual manera en tot els animals, siguin tractats amb E2 o placebo.
Tot i aix0, destaca que aplicar els tests funcionals en el nostre tractament no produeix
increment dels nivells en serum en els animals amb pellet d'E2 comparat amb els que no
havien realitzat exercici. Aquesta observacié invalida la teoria de que I'exercici augmenta

t27'28

els nivells circulants d’hormones sexuals descrita previament“<°, perd no que |'exercici

potencii I'accioé d'aquestes hormones.

Analisi histologic

En aquest treball s'ha realitzat un analisi dels trets histologics caracteristics de la
patologia per deficit de distrofina, amb el que no s’ha aconseguit veure diferencies entre
placebo i E2, excepte entre els que no van fer exercici i els que si, com s'acaba de
comentar.

Aquest estudi ha estat realitzat sobre el muscul quadriceps, que tot i que, esta descrit
que és dificil d'interpretar per estar compost per varis musculs, s'ha utilitzat per dos
motius principals:

- Esta descrit que en el ratoli mdx, els musculs presenten diferents trets
fisiopatologics. Es a dir, els musculs quadriceps i GMG presenten més necrosis i
inflamacio i molt poca fibrosis. En canvi, el tibial anterior, el soleus i el diafragma
no presenten gairebé necrosis ni inflamaci6 pero si fibrosi."® Com que la fibrosi
només és visible a partir dels dos anys de vida del ratoli distrofic, resultava més
interessant veure les diferencies en els altres dos trets

- A més, esta descrit que el quadriceps presenta un percentatge de fibres tipus |
que va del 0 al 45%, en canvi el GMG, del 1 al 8%. Utilitzant el quadriceps

permetria veure |'efecte de I'E2 sobre els dos tipus de fibres. De fet, es coneix que
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el diafragma dels ratolins madx joves presenten un canvi de fibres a les de tipus |
per tal de preservar al funcié contractil i promoure una millor supervivencia per

la disminuci6 dels requeriments energétics.'’

Tot i aixo, caldria fer tractaments a més llarg termini per tal de veure diferéncies a nivell

histologic.

L’E2 modifica I'evolucio de la patologia?

Enl'intent de veure si I'E2 podria estar modulant altres trets fisiopatologics, es va analitzar
I'acumulacié de calci intracel-lular i I'expressié de gens relacionats amb I'homeostasi del
calci. Tot i veure una reduccio dels diposits de calci mitjancant la tincié d'Alizarin Red S,
no hi ha cap canvi significatiu en I'expressio dels gens relacionats amb el reticle
sarcoplasmatic. Si s'observa que el tipus de fibra predominant al muscul i I'exercici son
factors modificadors d'aquest tret. Es podria plantejar estudiar I'expressio d'altres gens
relacionats amb I'homeostasi del calci, com aquells que es troben a la membrana
sarcoplasmatica pero sembla més aviat, que I'E2 es troba actuant per altres mecanismes
en aquest aspecte. Pot ser que I'E2 es trobi estabilitzant la membrana i evitant el flux
entrant de calci.

Vist que I'E2 altera gens relacionats directa o indirectament amb la fibrosi es va plantejar
si tenia algun impacte en la seva aparicio i/o evolucio. Per aixo es va realitzar la tincio de
Tricromic de Masson, on no s’han pogut apreciar canvis entre les condicions. El més segur
és que sigui degut a que els animals arriben a les 8 setmanes d'edat i la fibrosi en el ratoli
madx només és visible, com ja s’ha dit, en el diafragma a I'edat adulta, mentre que els
musculs més accessibles, com als de les extremitats, comenca a apareixer als dos anys i
no assoleix mai la severitat que s'observa en els humans®. Potser amb un tractament a
molt llarg termini veuriem un major impacte en la fibrosi a nivell histologic i utilitzant la
tecnica de la immunofluorescéncia especifica, aconseguirem veure possibles difereéncies

de forma més evident.
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Per quins mecanismes esta actuant E2?

El principal punt d'interes al dilucidar per quin mecanisme podria estar actuant I'E2 va
ser determinar a través de quin receptor feia les seves funcions, ja que esta descrit que a
muscul s'expressen tots dos receptors, ERa i ERB. Sobretot es descriu una elevada

23,182 i que

expressid d'ERa, que es troba a cel-lules satel-lit, miofibres i cél-lules endotelials
resulta sensible als nivells circulants d'E2.

De forma general, els receptors d'estrogens tenen un rol important en l'activacio i la
proliferacié de les cél-lules satel'lit, tant quiescents com activades, i la dels mioblasts en
la regeneracié i el creixement'®'® Es creu que actuen estimulant la via PI3K/Akt, la
diferenciacio per la sobreexpressio de miogenina i MHC, I'activitat de MyoD i la prevencié
de I'apoptosi.’® Perd de forma més especifica, es va descriure que ERa promou senyals
rapides de proliferacidé i supervivéncia i que ErB, ho fa amb senyals d'apoptosi i
diferenciacié cel-lular.3” Es més, en proves en knockout dels dos receptors es va veure
que la delecié d’ERa produeix una perdua de la massa i les propietats contractils del
muscul, a la vegada que es perden els efectes de proliferacié sobre les cel-lules satéllit
quiescents. El mateix es veu en els ratolins amb perdua global d'aromatasa (enzim que
converteix la testosterona a estrogens en el muscul esqueletic) pero no en el ratoli
knockout per ERB."® Tot i aixd encara existeix alguna controvérsia perqué també es va
descriure que ERB esta implicat en la regulacio del creixement i la regeneracié del muscul
esquelétic.'®

En el tractament realitzat en aquest treball s'ha vist un increment del Receptor
d'estrogens alfa (ERa) en els animals tractats amb E2 que van realitzar exercici. Aixo indica
que els tests funcionals aconsegueixen potenciar els seus efectes com s’havia descrit pero
que podria ser que en el cas dels animals que no van fer els tests funcionals, I'accié de
I'E2 vagi per un altre mecanisme.

Com ja s’ha comentat diverses vegades al llarg d'aquest treball, les accions d'E2 semblen

estar molt relacionades amb la via de senyalitzacio IGF-1/PI3K/Akt.
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Com ja hem dit més amunt en la discussié, I'lGF-1 (de I'angles, /nsulin Growth Factor-1)
és un modulador del creixement i la regeneraci6 en el muscul esquelétic i en molts altres
teixits. Activa la proliferaci6 de mioblasts a través de la via de la PI3K (de I'angles
Phosphatidylinositol 3-kinase) promovent la hipertrofia muscular activant la sintesi
proteica i la supervivencia cellular. A la figura 96 es poden veure les implicacions de la

via d'IGF-1/PI3K/Akt.

MAP-kinase
kinase

Figura 96: Vies que pot induir IGF-1.

S'observa la via PI3K/Akt i la seva implicacié en la supervivéncia. Imatge extreta i adaptada de Mourkioti, F.
et. al. 2005.

Existeixen 4 isoformes d'IGF-1, de les quals la forma autocrina MGF (o mIGF) s'activa
rapidament en el muscul danyat i amb I'exercici, fet que demostra el seu rol en la
regeneracio. Es un factor de supervivéncia que ajuda a mantenir la integritat del muscul,
al control de la inflamacié amb el dany i retardar la degeneracié muscular.” De fet, esta
comprovat que en un ratoli mdx transgenic, sobreexpressant IGF-1 es produeix un
augment de la massa muscular iuna reduccié de les arees de necrosi i de la fibrosi. Aixo
suggereix que I'mIGF té un efecte en la supervivencia prolongant la vida de les fibres
madures.'®

En l'intent de confirmar si IGF-1 estava implicat en la via de senyalitzacié d’E2 es va
comprovar la seva expressio per PCR a temps real (figura 97), observant una lleugera
disminucio de I'expressié en totes les condicions. Aquest fet estaria indicant que IGF-1
no esta implicat en la via de senyalitzacié i que a més, I'E2 estaria regulant negativament

la seva expressio. Aquest tret ja ha estat descrit previament, indicant que l'activacio i
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proliferacié de les cél-lules satél-lit pels estrogens es produeix a través de la via PI3K/Akt

perd no per IGF-1."¥
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Figura 97: Valors de canvi d’expressi6 per IGF-1.

(A) Expressio de p75NTR en les diferents condicions. Els valors de la mitjana observats pels animals que
no van realitzar exercici son de 1,14+0,339 pels placebo i de 0,7725+0,1605, pels E2. En canvi, pels
animals que si que van realitzar, sén de 1,203+0,39 pels placebo i de 0,885+0,2219 pels E2.

A més, se sap que IGF-1 promou la hipertrofia en el ratoli, d'igual manera que ho fa
I'activacié i l'augment d'un gen downstream de la via, Akt (o PKB de I'angles, Protein
Kinase B). De fet, I'activacié d'aquesta proteina de forma aguda (durant 2-3 setmanes)
és suficient per induir que es dobli la mida de I'area transversal de les fibres.”® En els
resultats obtinguts de les vies modificades per I'E2, es pot comprovar que una d'elles
correspon a la via d'Akt, com es pot veure en la taula 19 de resultats. La sobreexpressio i
activacio mitjancant la fosforilacié d’Akt podria explicar I'augment de |'area de les fibres
en els individus tractats amb E2, tal com s'observa en els comptatges de la
immunofluorescéncia per p75N™®.

PI3K promou l'activacio per fosforilacié d'Akt, que és una de les principals proteines del
senyal ascendent de la familia de Bcl-2, i I'Akt fosforilat (p-Akt) sembla promoure la via
de supervivencia. La membrana de les mitocondries son el lloc principal d'accio per a la
familia de proteines que regula la apoptosi, exemplificada per la familia Bcl-2, com ara
Bcl-2 i Bax.

La susceptibilitat a I'apoptosi normalment es regeix per faccions oposades de la familia
Bcl-2, incloent-hi membres de la familia pro-apoptotics i anti-apoptotics. Aquests poden
homodimeritzar o heterodimeritzar entre si, interactuant i inactivant-se, de manera que
influeixen en el flux de Citocrom C de l'interior de les mitocondries. Quan el citrocrom C
és alliberat al citosol, activa les caspases (9 i 3) conduint a la fragmentacié del DNA i a
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I'apoptosi.

Curiosament, s'ha descrit que I'exercici promou l'accié de la via IGF-1/PI3K/Akt en la
supervivéncia cel-lular augmentant també I'expressié dels membres anti-apoptotics de
la familia Bcl-2.""

Es per aixd que es va plantejar veure si el que estava produint el tractament amb E2 era
la promocié de la supervivencia de les fibres musculars mitjancant la modulacié
d'aquestes vies. La quantificacid de I'expressio de Bcl-2 i Bax revel-la que efectivament,
s'esta potenciant la supervivencia cel-lular, observable sobretot per la disminucié de la
ratio Bax/Bcl-2. Aquesta ratio ens mostra la susceptibilitat de les cel-lules a patir apoptosi
davant dels estimuls, que en el nostre cas demostra que els ratolins tractats amb E2
aguanten millor els estimuls i es produeix menys mort en el teixit. Curiosament, I'exercici
no aconsegueix els mateixos efectes en els placebo que el que s'observa en els E2,
indicant que I'accid de les hormones sobre la via és més accentuada i que com ja s’havia
descrit, I'exercici potencia I'efecte dels estrogens.

A més, s'ha descrit que Akt modula I'expressié de marcadors de diferenciacié muscular
terminal com, MyoD, MEF2 (de I'angles, Myocyte enhancer factor-2) i la miogenina.
Aquesta és un factor de transcripcid essencial per al desenvolupament del muscul
esquelétic funcional en els ratolins. Es necessaria per a la diferenciacié adequada de la
majoria de cel-lules precursores miogéniques durant el procés de miogenesi. Quan
s'afecta el gen de la miogenina, s'observen defectes greus del muscul esquelétic.’® En
aquest treball s’ha pogut veure un augment de I'expressié d'aquest gen en els animals
tractats amb E2 indicant que s'esta promovent la proliferacio i diferenciacio miogenica,
segurament per accio de la via d'Akt.

En canvi, la miostatina és membre de la familia del TGFB, i €s un potent regulador negatiu
del creixement del muscul esquelétic, conservat en moltes especies, des de rosegadors
fins a humans. La inactivacié de la miostatina pot induir la hipertrofia del muscul
esquelétic, mentre que la seva sobreexpressié o administracié sistemica ocasiona atrofia
muscular.’® A més, la seva reduccié atenua la severitat de la distrofinopatia del ratoli
mdx."** Aquest gen té una acci6 addicional que es relaciona amb la inhibicié de I'activacio
d'Akt en mioblasts i miotubs, efecte revertit per I'aplicacio d'IGF-1."%° En els experiments
realitzats en aquesta tesi no s'ha pogut concloure que existeixin diferéncies en I'expressio

de la miostatina, encara que es pot observar una lleugera disminucié en els animals
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tractats amb E2 que no havien realitzar cap test funcional.

Com s'ha descrit préeviament, els estrogens actuen directament sobre el poo/de cel-lules
satellit, augmentant el nombre de cel-lules: les quiescents (Pax7") i les activades
(Pax7*/MyoD*).* Després de |'activacié de cél-lules de satél-lit, s'indueix MyoD i la relacié
Pax7/MyoD juga un paper critic en la determinacié del desti cel-lular. A baixes
proporcions Pax7/MyoD, les céllules es comencen a diferenciar i indueixen I'expressio
de miogenina, provocant una rapida perdua de Pax7. Les proporcions intermédies de
Pax7/MyoD eviten la inducci6 de la miogenina i poden afavorir la proliferacié i
supervivencia de les cel-lules satel-lit activades. A més, una petita poblacié de progenitors
musculars adquireix o manté una major proporcié de Pax7/MyoD, causant una perdua
de I'expressio de MyoD i fent que la cel-lula passi a renovar el poo/de quiescents.

Els nivells d'expressio d'aquests marcadors de cél-lules satél-lit ens indiquen com es
troben els poolsi si el nostre tractament esta promovent algun canvi. En els resultats
exposats s'ha vist que I'E2 esta actuant sobre les cél-lules quiescents, degut a I'elevada
sobreexpressid de Pax7" i també en el de cel-lules activades, incrementant molt la seva
expressio. Aix0 ens indicaria que per algun mecanisme els estrogens son capacos

d'activar i promoure la proliferacié de les céel-lules satéellit.

Aquest efecte és molt interessant ja que en els ratolins mdx igual que en els pacients
DMD es produeix una degeneracid muscular que es postula pot ser causada per un
defecte en les cél-lules satél-lit. Existeixen tres teories que explicarien la degeneraci6'”:

1. Els cicles repetitius de replicacié porten a la senescéncia de les cél-lules satel-lit,
degut a I'escurcament dels telomers. Fenomen observat en pacients amb DMD i
LGMD.

2. La diferenciacio podria no se adequada. Pot ser que la mutacio primaria causant
de la patologia, afecti la funcionalitat de les cel-lules satel-lit, reduint el seu
numero i causant una senesceéncia prematura.

3. El pool de cel-lules satel'lit pot ser que hagi perdut la seva capacitat regenerativa

degut a 'ambient advers que I'envolta.

Sigui quina sigui la teoria real, (fins i tot pot ser que sigui una combinacié de les tres)
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augmentar la quantitat de cel-lules satel-lit permetria arribar a la senescencia més tard, i

per tant, aplacar la degeneracié muscular en el temps.

El fenotip més lleu del ratoli max

Com ja s’ha comentat durant la introduccio, el ratoli madx presenta un fenotip més lleu
que els pacients amb DMD. S'ha descrit que I'estabilitat del muscul en el ratoli madx és
atribuible a un increment de I'expressioé de la utrofina com a compensacioé a la falta de
distrofina.®®’®”” Un punt interessant d'aquest treball ha estat veure si es produien canvis
en |'expressio d'aquesta proteina per accio de I'E2 i s’ha confirmat que es produeix una
tendencia a I'augment de I'expressiod de la Utrn en els animals tractats que no havien
realitzar exercici. Pero que aquests canvis es perden amb I'exercici, segurament degut a
la induccié de la disrupcid de membrana a causa dels tests funcionals i els continus cicles
de necrosi-regeneracio..

L'augment de la Utrn en les nostres animals pot dur a una major estabilitat de la

membrana sarcoplasmatica, reduint I'influx de calci i la mort cel-lular.

Importancia de p75"™®

En el muscul esquelétic s’ha demostrat que p75N™® s’expressa en cél-lules satél-lit Pax7*
195, en mioblasts i miotubs primaris d’humans'®, aixi com en fibres regenerants'’. Se sap
sobretot la seva funcié a sistema nervids central, on té implicacions en multiples
processos de mort cel-lular, supervivéncia i elongacié axonal'®2%, Estudis més recents

SNTR

han denotat que la deleci6 genica de p7 augmenta la resposta inflamatoria i bloqueja

la resposta a la recuperacié mediada per les cel-lules satellit en els membres posteriors
d’'un model d'isquémia.’® A més de ser un marcador de cél-lula precursora de muscul
esqueléetic amb un elevat potencial, actua positivament regulant la miogenesi i la

5NTR

maduraci6 de les miofibres®®, i el bloqueig de la senyalitzaci6 de p7 /n vivo en un

model de ratoli dificulta la regeneracié muscular.?®* A més de tot aixo, ja esta descrita
una sobreexpressi6 d'aquest gen en el cervell del ratoli mdx.%

Totes aquestes implicacions en el muscul esquelétic el convertien en un bon candidat
per a continuar |'estudi i una possible diana terapéutica. Es per aixd que s’ha comprovar

la seva expressi6 a nivell proteic veient que no només es confirma I'augment de de p75™"™
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a causa de I'E2 si no que I'exercici també esta produint una diferéncia significativa entre
els dos grups d'animals placebo. A més, els resultats de la immunofluorescencia revelen
la seva localitzacio a la membrana de fibres regenerants, tal i com s’havia descrit, pero
també a alguns nuclis. Aquest mateix any, s'ha descrit que p75"™ és un marcador de
cél-lules progenitores miogéniques®®, aixi que molt probablement el que es visualitza
son cél-lules satellit progenitores. Per visualitzar-ho correctament, caldria fer una co-
immunofluorescéncia amb marcatge especific per les cel-lules satél-lit.

El resultat més novedds d'aquest treball és la relacio entre els estrogens i p75N™®. Per tal
de veure que I'E2 induia I'expressié d'aquesta proteina, vam comprovar els nivells
d'expressio d’ARNm d’'aquest gen en ratolins mdxmascles i femelles de 3 edats diferents.
Sabent que els nivells d'E2 en les femelles son més alts en tots tres punts d’'edat, es veuen

nivells més alts d’expressio de p75N™®

a 5 setmanes i 3 mesos pero no a 6 mesos. Com a
explicacié a aquest punt, la hipotesi més clara és que a partir dels 6 mesos hi ha una
disminucié de la regeneracio i una reduccié del nombre de cel-lules satel-lit. En futurs
estudis, es podria abordar aquesta qliestié i determinar els nivells d'E2, I'evolucio a nivell
histologic i el nombre de cel-lules satel-lit a diferents edats en ratolins madx mascles i
femelles.

Analitzant el promotor de p75"™

resulta que la seva seqliéncia és molt similar en ratolins,
rates i humans pero els seus elements reguladors en ¢/s no estan ben definits. Presenta
diverses illes CpG a prop del codd d'iniciacio ATG. Altres zones especifiques del
promotor, llocs d'unié per a la regulacié de la transcripcié de p75N™®, s6n susceptibles a
I'acid retinoic, la vitamina D3 i la testosterona.’® Res se sap de llocs de resposta al
receptor d'estrogens, per aixo, es va fer un analisi de prediccio de llocs d'uni¢ del factor
de transcripcid corresponent al receptor d'estrogens o (ERa) pel gen p75"™® del genoma
del ratoli, amb el software ConTra.?” S'ha pogut comprovar que es prediuen diversos
llocs d'uni6 al llarg de la seqiiéncia de p75N™® (figura 98). Aixd significa que I'expressié

d'aquest gen s'indueix per I'exposicio als estrogens.
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Figura 98: Prediccié dels llocs d'uni6 del receptor ERa al llarg del gen p75NTR,

Estudi dels lligands de p75"™%

Les neurotrofines (NT) son factors de creixement implicats en diverses funcions, incloent
supervivencia, proliferacio, diferenciacio i apoptosi. La primera neurotrofina identificada
va ser NGF (de I'anglés, Nerve Growth Facton®® i les altres neurotrofines, BDNF (de
I'angles, Brain-Derived Neurotrophic Facton, NT-3 i NT-4/5, van ser identificades 30 anys
més tard. Les neurotrofines medien els seus efectes a través de la unié a dos classes de
receptors transmembranes, els Trk (A, B i C) i el receptor de baixa afinitat p75"™®. Tal i
com es pot veure a la figura 99, NGF és el lligand preferent de TrkA, BDNF i NT-4/5, el
de TrkB i NT-3, el de TrkC pero no és exclusiu, ja que NT-3 també és lligand per TrkA i

5NTR t 209

TrkB. | totes elles, poden unir-se al receptor p7 amb igual afinita A més, els dos
receptors poden interaccionar i dur a terme la seva funcio junts . L'expressio dels
receptors i les neurotrofines en les fibres del muscul esqueletic duen a la hipotesi de que
aquestes poden tenir algunes propietats funcionals en aquest teixit.

EBD"F nar QO %proucr
NGF 00 NT-3
sonf @@
00 i.. o0 &8 »rocon
NT-3/4“
NT-4

Motius rics en
leucina/clusters de <
cisteines

Dominis Ig-C2 <

Regio
transmembrana

Tirosina Quinasa J

TrkA TrkB TrkC p75NTR

Figura 99: Neurotrofines i els seus receptors.
Imatge extreta de Arevalo, J.C., et. al. 2006
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Durant aquest treball s'ha hipotetitzat que els efectes de I'E2 sobre el muscul esqueletic
es basen en la promocié de la supervivencia cel-lular. Des de fa molt, es coneixen els
efectes del receptor p75"™ iniciant la mort cel-lular, perd en aquests ultims anys s'ha
descrit evidéncies de que NGF protegeix les neurones corticals en cultiu, les quals només
expressen p75"™®, de la citotoxicitat induida per glutamat. També s’ha vist la unié de NGF
a aquest receptor com a mecanisme de protecci6 de les neurones corticals i
hipocampals.?® S'ha vist els mateixos efectes en molts d'altres tipus cel-lulars.

En el muscul, resultats experimentals indiquen que les neurotrofines (particularment,
NGF) estan involucrades en la regeneracié muscular. De fet, NGF millora la capacitat
regenerativa de les cél-lules satéllit en el muscul distrofic.?’® A més, el fenotip del ratoli
knockout per NGF presenta una atrofia del muscul esqueletic i una distrofia en el ratoli
adult.?""?"2 Associacions funcionals semblants s’han descrit per la neurotrofina BDNF
perd amb resultats menys concloents.?'

Tenen un interés particular els descobriments que mostren que la senyalitzacié per

5NTR és requereix per a la correcta funcio de les cél-lules satél-lit i la reparacié muscular.

p7
En aquest estudi, la inhibicidé de la senyalitzacid mitjancant el bloqueig de NGF afecta
negativament la fusio dels mioblastes i I'organitzacié del citoesquelet.?®

Sembla ser que p75N™® estaria promovent les vies de supervivéncia activant per mitja de
mecanismes que involucren PI3K i Akt, igual que els estrogens.2™

Unificant, tots aquests resultats suggereixen que en el muscul esquelétic, I'expressio de

NGF pot ser capag d'activar i afavorir el procés de regeneracié.

Pero llavors, com és que no surt sobreexpressat NGF? Curiosament, un dels altres gens
sobreexpressats pel tractament amb E2 és MMP-9, que s'ha descrit que degrada la forma
madura de NGF. Té sentit pensar que el nostre tractament esta potenciant la via de
senyalitzacié de supervivéncia mitjancada per NGF-p75"™ i que el cicle de generacio-
maduracio-degradacié de NGF és tan rapid que no s'aconsegueixen percebre els canvis
d’expressid. Sembla que podria ser aixi perque també esta descrit que el propi NGF pot

induir 'expressié de MMP-9.2"
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p75VR esta sobreexpressat en pacients amb DMD

L'interes de qualsevol d’aquestes molécules detectades com a possible diana terapeutica,
sera més o menys viable en funcié de si en el muscul huma es reprodueixen els mateixos
aspectes que s'han estudiat en el ratoli. En el cas de la DMD és dificil que aixo passi degut
a les grans diferencies fenotipiques entre el ratoli i I'hnuma.

Tot i aixd es va plantejar veure com es trobava p75"™® en els musculs de pacients amb
DMD respecte als seus controls. Les biopsies s'extreuen de la col-leccié privada del
laboratori de Neurologia Pediatrica i s'obtenen en el moment del diagnostic quan els
pacients encara no han pres glucocorticoides.

Esta descrit que en el muscul de pacients amb DMD, NGF s’expressa en fibres regenerants
i en miofibroblast.?' Les fibres madures que no estan regenerant, aixi com les fibres dels
controls, no presenten expressié per NGF. A més, p75"™® es troba en el muscul huma tant
patologic com normal (en aquest cas, només en les cél-lules musculars de fetus de 12 a

22 setmanes d'edat). En el muscul de les distrofies musculars, es pot apreciar marcatge

5NTR 196,197

a les fibres regenerants, igual que s'observa en els resultats d'aquest

per p7
treball.
De tot aix0 s'extreu que aquest receptor és essencial per a la regeneracid muscular en
les distrofies pero sembla que també en el desenvolupament del muscul normal. Com ja
hem dit, en el ratoli també es produeix el mateix patrd d'expressio. Llavors, per que
només veiem sobreexpressid a I'exposar el muscul a E27?

La hipotesi que es planteja en aquest treball és que la diferéncia de fenotip entre les dues
especies ja seria suficient per produir aquestes diferencies. En el muiscul de pacients amb
DMD es produeix una major degeneracio i inflamacié que ens els ratolins mdx i s'ha

5NTR esta sobreexpressat en el muscul de diferents miopaties inflamatories

descrit que p7
in vivo promovent la resisténcia a la inflamacié i la mort.?’” Curiosament, en aquest estudi
no s'ha vist sobreexpressio d'aquest receptor en les distrofies.

També existeix una teoria que postula que es produeix una hiperestrogenemia en els

pacients amb DMD?'®, perd aquesta correlacid encara esta per acabar de determinar.
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La modulacié de p75"% per mitia del LM11A-31

5N™R en el muscul esquelétic, es va postular

Tenint en compte totes les implicacions de p7
que part dels efectes de I'E2 també podien estar mediats per la modulacié d'aquest
receptor. D'aquesta manera, s'afegeix una nova teoria a la funcionalitat de les hormones
sexuals.

Es per aixd que es va dissenyar un tractament amb una molécula petita moduladora del
receptor, el LM11A-31. Aquest farmac té un perfil d'agonista parcial d’aquest receptor

5NTR perd no de

que en assajos d'unié ha demostrat que desplaca I'NGF de la unié a p7
TrkA. A més, s'ha demostrat que promou la senyalitzacié de les vies de supervivéncia.''
Amb aquesta modulacié s’ha demostrat el seu efecte positiu en la malaltia d'Alzheimer i
en la lesi6 cerebral traumatica.'?>'%

La reduccié dels nivells de CKs en animals tractats amb LM1A-31 respecte els controls

5NR promou part dels efectes

dona suport a la hipotesi de que la via activada per p7
observats per I'E2. Encara que aquesta diferencia no va ser estadisticament significativa,
probablement a causa del reduit nombre d'animals analitzats (gran desviaci6 estandard),
la disminucié dels nivells de CKs en animals tractats amb LM11A-31 és clara, cosa que
indica una millora en aquest marcador de dany muscular. Un altre marcador de millora
és l'assaig funcional, en el qual es pot observar diferéncies en el temps de suspensio al
dia 14 del tractament, coincidint amb el pic de necrosi - regeneracio que es produeix a
la setmana 5 d'edat. Aixo podria significar que en aquesta etapa de la malaltia, LM11A-
31 redueix els fenomens de necrosi i regeneracié en animals tractats.

També es s’han analitzat canvis histologics en el muscul esquelétic i no s’han observat
diferencies en aquest tret, pero aixo és atribuible a la curta durada del tractament i I'edat
jove dels ratolins. Segurament s'haurien de realitzar tractaments de més llarga durada,
tant amb I'E2 com en el LM11A-31, per veure diferencies en les caracteristiques tipiques
de dany muscular a nivell histologic.

Després, els nivells de p75""™® han estats avaluats en animals tractats amb LM11A-31 pels

5 NTR

que no s'ha trobat canvis en els nivells p7 ni en I'ARN ni en els nivells de proteines.

Aquest resultat significa que el farmac actua a través del receptor que activa la via

5 NTR

descendent, pero sense provocar una sobreexpressio de p75™ ", almenys després d'un

tractament de curta durada. Tampoc s'ha observat diferéncies per I'expressio de NGF.
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Finalment, s'ha analitzat I'expressié de gens relacionats amb I'administracié de calci de
RS i tots els implicats en la via de senyalitzacié estudiada pel tractament d'E2.
Malauradament, no hi ha diferencies en cap d'aquests parametres, per la qual cosa els
mecanismes subjacents al tractament segueixen sent indeterminats.

Amb aquest treball, hem valorat la importancia de I'augment de p75"™® en ratolins mdx,
perd encara desconeixem els seus mecanismes d'accid. Aquest receptor té multiples
lligands, co-receptors i vies de senyalitzacié associades, que hauran d'analitzar-se més

5NTR

profundament en el futur per demostrar que p7 és una diana valida per a la distrofia

5NTR

muscular Duchenne. Tot i aix0, la modulacié de p7 no aconsegueix tenir els mateixos

efectes que I'E2 en el muscul esquelétic.

Resum

Posant tot I'anterior en context, sembla que els estrogens poden estar frenant el fenotip
distrofic per tots els mecanismes descrits.

Veient els seus efectes sobre els nivells de CKs i els acimuls de calci, sembla que I'E2
estaria estabilitzant la membrana sarcoplasmatica per la seva estructura semblant al
colesterol, intercalant-se en ella. Pero també pot ser que aconsegueixi estabilitzar la
membrana per mitja de la sobreexpressioé d'una proteina substitutiva de la distrofina, la
utrofina.

Sembla evident també que es troba promovent la supervivencia per mitja de les vies de
senyalitzacio downstream que esta activant. El mecanisme s'inicia per la interaccio de les
hormones amb I'ERa que activa la transcripcié de molts gens pero també activa la via de

senyalitzacié de PI3K/Akt. A més, mitjancant la sobreexpressié de p75N™®

podria exercir
una accio redundant sobre la supervivencia de les fibres musculars.

Pero resulta evident que la modulacié Unica del receptor de neurotrofines no
aconsegueix els mateixos efectes que I'E2. Tot i aix0, encara caldria dilucidar per quins
mecanismes més pot estar actuant p75""* en el miscul esqueleétic.

Unint tots aquests resultats, es pot comprovar que I'E2 té una accié molt important en la

regulacié de les cellules satellit perque, més enlla de l'increment de Pax7* observat,

5NTR t 206,219

p7 i MMP-9 també sén marcadors de cel-lules satel li

Pel que fa a I'exercici, tot i que esta descrit que potencia I'accié dels estrogens en el
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muscul esqueletic dels ratolins, en aquest treball ens mostra respostes contraposades. La
hipotesi que es postula és que amb I|'exercici aconseguim fer més patents els trets
patologics del mdxi fer més patents alguns dels efectes de I'E2 sobre aquests trets. Pero
la potenciacié dels cicles de necrosi-regeneracié emmascara alguna consequencia del
tractament de I'E2, com la regulacié sobre les cel-lules satel-lit o 'augment en la utrofina
o la miogenina. Per tant, la introduccié de I'exercici en I'estudi de I'aplicacié de nous

tractaments per a DMD, dependra del tipus de resposta que es vulgui assajar.

Perspectives de futur

.Com ja s’ha comentat a I'inici d'aquesta discussio, no és possible tractar els nens afectes
amb DMD amb hormones sexuals pero mimetitzar els efectes que té I'E2 en el muscul
esqueletic podria ser una bona estrategia terapeutica.

Per aix0, la modulacio dels receptors d'estrogens pot ser la pega clau. Per dur a terme
aquesta funcio existeixen els moduladors selectius dels receptors d'estrogens (SERMs de
I'anglés, Selective Estrogen Receptor Modulator). Els SERMs sén compostos que
exhibeixen diferents nivells d'activitat agonista o antagonista pels ER en els diferents
teixits. S6n molécules no-esteroidals quimicament diverses que presenten una estructura
terciaria que no interfereix en la unié dels ER. El més conegut és el Tamoxife, un agent
quimiopreventiu del cancer de mama en dones amb alt risc de patir-ne. L'any 2000, se'l
va reconeixer com la droga d'eleccié pel tractament del cancer de mama ER-positiu. A
més d'aquests efectes antiestrogenics a la mama, el tamoxife mostra un efecte agonista
als estrogens als ossos. Aconsegueix la preservacio de la densitat mineral ossia en dones
post-menopausiques pero I'Us del tamoxifé amb aquesta finalitat no és possible per la
seva elevada activitat estrogenica al teixit endometric, resultant en una taxa major
d'hiperplasia endometrial i risc de cancer d’endometri.

Un altre SERM és el Raloxife, usat per la prevencié de I'osteoporosi i el primer en obtenir
la aprovacio de la FDA (de l'anglés Food and Drug Administration) d'E.E.U.U., per a
aquesta indicaci.??°

En el nostre grup es va intentar imitar el mateix procediment que en el tractament amb
E2, pero amb pellets contenint Tamoxifé. Per algun motiu, aquests pellets eren rebutjats

i expulsats del cos de I'animal (figura 100), pel que va resultar impossible realitzar aquests
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experiments.

A

Figura 100: Intent de tractament amb pellets contenint Tamoxifé.

(A) Animal amb pellet placebo, que no I'expulsa. (B) Animal amb pellet de Tamoxifé expulsant-lo.

Tot i aixo, esta descrit que el Tamoxifé frena el fenotip distrofic del ratoli mdx. El
tractament amb aquest compost durant 15 mesos aconsegueix una millora en la forca
de I'animal i una reduccié de la fibrosi en diafragma i cor.?' A més, s'ha descrit que activa
la via de senyalitzacio de PI3K/Akt, pel que podria ser que actués en el muscul esqueletic

igual que ho fan els E2.2%
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Discussio del tractament amb PTC124 i Us de NPs

En el 10% dels pacients amb DMD, la causa genética de la patologia és una mutacio
nonsense, que provoca l'aparicié prematura d'un codd STOP (PTC, de I'anglés Premature
Termination Codon).®® Perd no és I'inica patologia en les que es produeix aquesta relacio,
en la Fibrosi Quistica, entre d'altres, també esta descrit un percentatge de mutacions
nonsense semblant.?*® Pel que trobar un compost amb la capacitat d'incorporar un
aminoacid qualsevol evitant la terminacié prematura de la pauta de lectura (activitat

read-through) podria ser molt Util per moltes malalties genetiques.

Accio del PTC124

A part dels aminoglicosids, antibiotics amb aquesta activitat read-through de forma
natural pero presenten elevats efectes de toxicitat i no poden ser utilitzats amb aquesta
finalitat. Es per aixd que un dels farmacs més utilitzats ha estat el PTC124 (Ataluren). Tot
i que, des dels seus inicis, la seva efectivitat ha estat motiu de grans controveérsies. Encara
24—226,94,227’

que alguns estudis questionen si el PTC124 presenta activitat read-throug.

també hi ha altres publicacions independents que demostren aquesta activitat amb

228,229,90 D93,230

aquest compost en diversos models cel-lulars i animals, alguns d'ells en DM
En aquest context de resultats contradictoris, obtinguts tant a partir d'experiments /n
vitro com /n vivo, el mecanisme d'accid de PTC124 encara no esta ben establert. S'ha
postulat que el PTC124 actua sobre el ribosoma i produeix una proteina complerta per
la promocio de la insercio d’ARNt al lloc del codé STOP sense efectes aparents en la
transcripcio, el processament de I'’ARNm o I'estabilitat de '’ARNm o la proteina. "%

En les nostres mans, no s'ha vist cap activitat read-through en els animals tractats. De fet,
sorprenentment, s'observa una major quantitat de fibres distrofina-positives en els
animals injectats intraperitonealment amb Dimetil Sulfoxid (DMSO). En aquest aspecte,

0232,233

son ampliament coneguts els efectes antiinflamatoris i antioxidants del DMS pero

a més s'ha descrit que aquest compost pot alterar les propietats contractils del muscul

234 i els nivells d'expressi6 de gens relacionats amb la miogénesi®®> a

esquelétic
concentracions més baixes que el 20% que s'ha utilitzat en el nostre experiment. A més,
s'ha descrit que I'administracié intramuscular de DMSO pot alterar la regeneracio

muscular i s'estableix la dosi intramuscular sense efectes a 0,1% de DMSO.>® Tot i aix0,
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caldrien estudis més en profunditat per entendre per quin mecanisme podria activar-se
I'expressié de distrofina o per quin motiu se’'n detecta més.

El farmac PTC124 és altament insoluble i és per aix0, que s'utilitza el DMSO. Pero veient
els seus efectes sobre el muscul esquelétic s’hauria de plantejar la recerca d'un nou

vehicle en el que dissoldre el farmac.

Us de nanoparticules

La hipotesi que podia explicar la falta d'efectivitat del PTC124 plantejada per el nostre
grup, es basava en que l'administracié intraperitoneal del farmac no aconseguia que
aquest arribés al teixit diana, el muscul esquelétic. Per aixo es va plantejar I'Us d'alguna
estrategia d'alliberament especific a muscul.

Es van seleccionar les nanoparticules aportades pel grup de I'Institut Quimic de Sarria
(1QS) per provar aquestes aproximacions. Els primers estudis van consistir en veure com
es distribuien les NPs per I'organisme.

Les primeres NPs amb les que es va fer I'estudi, MSNs, van demostrar una preferéncia
d'acumulaci¢ als teixits inflamats de forma aguda o cronica. Concretament, s'observava
un alt marcatge per les MSNs a les extremitats posteriors. Tot i aix0, aquestes NPs
s'acumulaven molt en els organs del sistema mononuclear fagocitic i en els teixits
d’eliminacié de farmacs, el que indicava una rapida degradacio i eliminacié de les
particules de I'organisme. D’aquesta manera es reduien molt les opcions de que en cas
d'utilitzar aquests MSNs carregades amb farmac, aquest es mantingués molt de temps
al torrent sanguini i pogués realitzar les seves accions.

Es per aixd que aquestes MSNs van ser funcionalitzades afegint-hi polimers
biodegradables (PEG) a la seva superficie (MSNsPEG). D'aquesta manera es redueix
I'agregacio i I'acumulacié a organs d’eliminacié del farmac pero segueix veient-se
presencia de NPs a muscul esqueletic inflamat.

Aquest fet, I'acumulacio a teixits inflamats i més permeables gracies a l'efecte de
permeabilitat i retencid (EPR), és molt Util de cara a I'administracié de qualsevol farmac
que es necessiti que arribi especificament a muscul. Aixi que en cas de que no es pugui
confirmar l'efectivitat del farmac estudiat, el PTC124, pot ser igualment una bona

estrategia d'alliberament a muscul esqueletic per tot el que es vulgui assajar en un futur.
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Quantificacio de distrofina

Després d'aquests resultats, es van carregar les MSNsPEG amb PTC124 i es van tornar a
injectar en ratolins max per veure si s'incrementava |'efectivitat del farmac. En aquest cas,
tampoc es van poder veure diferencies en el nivell de distrofina entre els animals de les
dues condicions. Pel que no sembla que augmentant la disponibilitat del PTC124 al
muscul s'aconsegueixi veure activitat read-through. Tot i aix0, només tenim clar que les
MSNSPEG arriben a muscul esqueletic perdo no sabem en quin moment aquestes NPs
alliberen el farmac dins de I'organisme ni si ho fa al teixit diana. La presencia de PTC124
s'havia d'avaluar mitjancant HPLC a I'lQS pero les mostes es van perdre per un accident
amb un congelador. Ha quedat pendent agafar un nou fragment dels muscul per fer
aquesta quantificacio.

La presencia de grup de fibres distrofina-positives en tots el animals estudiats, molt
possiblement es degui a que els ratolins madx presenten un fenomen pel qual es produeix
un mecanisme read-through natural i una céllula comenca a expressar distrofina
complerta. Les fibres que derivin d'aquesta, també expressaran distrofina. Aquest conjunt
de fibres es coneix com a Fibres Revertents.”’

Tot aix0 genera qliestions molt importants, de cara a I'is del PTC124 o qualsevol altre
farmac. La primera d'elles és quanta distrofina es necessita per convertir un pacient amb
DMD a un BMD. Un estudi exhaustiu de pacients amb DMD i BMD ha permes quantificar
els nivell de Distrofina, definint que els pacients amb BMD presenten del 10 al 90%
d'expressio de distrofina amb una mitjana del 33%, mentre que els DMD presenten una
mitjana del 1,3%, variant entre el 0,7 i el 7%.%57 Segons aquestes dades, es determina que
es necessita un 10% d'expressio de distrofina per convertir un DMD en BMD.?*® Per tant,
per futurs estudis s'han de tenir en compte aquests valors per determinar si un
tractament es prou efectiu incrementant la produccié de distrofina.

Per dur a terme aquests futurs estudis, caldra posar a punt tecniques que ens permetin
la quantificacio acurada dels nivells de proteina ja, que les tecniques comunes utilitzades
en aquest treball no sén suficientment sensibles a I'hora de la deteccié. Pel que aplicar
noves tecniques com les immunofluorescéncies d’elevat rendiment o I'immunoassaig per
capil-laritat Western, seran claus en la valoracié de I'efectivitat dels tractaments.?*"2%°

La segona questid a tenir en compte és que les cel-lules presenten un mecanisme natural
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de reconeixement i degradacié d’ARNm quan es produeixen codons STOP prematurs, el
Nonsense Mediated Decay (NMD). Aquest, no només és un sistema de control de qualitat
cel-lular que prevé la formacié de proteines aberrants si no que ajuda a les cél-lules dels
mamifers a ajustar dinamicament els seus transcriptomes i proteomes a condicions
patologiques. Degut a aixo, molts cops s'ha discutit que podria ser que els nivells d’ARNm
de la distrofina a pacients amb mutacions nonsense fossin tan baixos, per accié del NMD,
que el PTC124 no té material en el que realitzar les seves accions. No obstant, recentment
s'ha descrit que I'is d'inhibidors del NMD no aconsegueix augmentar l'activitat read-
through del PTC124.2%° Pel que altres estudis serien necessaris per confirmar la validesa
d'aquesta hipotesi en la DMD.

També cal tenir en compte que, degut als efectes que s’han descrit de I'exercici en la
regeneracio del muscul esquelétic, no seria del tot estrany pensar que pugui jugar algun
paper en el que observem en aquests resultats. Tot i no veure diferencies en el rendiment
dels tests funcionals, podria ser que I'exercici influeixi en la presencia de fibres revertents.
Un estudi correlatiu entre exercici i presencia de fibres revertents seria necessari per

comprovar aquestes possibles implicacions.

Perspectives de futur

De cara al futur seria important comprovar l'activitat read-through en cel-lules deficients
en distrofina, tant de ratoli madx com de pacient amb DMD, ja que molts dels estudis que
han demostrat I'efectivitat del PTC124 s'han realitzat en cultius cel-lulars.??%°

La necessitat de trobar farmacs amb capacitat read-through que permetin trobar una
terapia per les mutacions nonsense i sobretot per malalties sense cura com el DMD, ha
permés trobar d'altres farmacs com els RTC13, RTC14, derivats del PTC124 o d'altres. %'
La confirmacio de I'efectivitat d'algun d'aquests farmacs pot obrir la porta a la terapia de

pacients no només amb malalties neuromusculars, si no també de moltes altres

patologies amb implicacié genetica.
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Discussi6 del diagnostic genetic de pacients amb NMD

Avui en dia, la falta de terapies definitives per la majoria dels trastorns neuromusculars
(NMD) li donen una importancia majuscula a coneixer les causes genetiques d'aquests
trastorns. Determinar aix0 és essencial per produir una millora en la gestio dels
simptomes i complicacions i assolir una assistencia més personalitzada. A més, un
diagnostic genétic rapid proporcionara un assessorament genetic de major qualitat a les
families i facilitara I'accés a la terapia o la inclusio en assaigs terapeutics, dissenyats per
un grup especific de variants en edats concretes.

Com ja s'ha comentat durant la introduccié, el diagnostic dels NMD resulta complicat
degut a que presenten: una gran quantitat de gens causants (heterogeneitat genetica),
associacié de multiples gens amb fenotip similar o un sol gen amb multiples fenotips
(heterogeneitat fenotipica), ocurréncia de diversos tipus de variants patogeniques al llarg
de la longitud de cada gen (heterogeneitat al-lelica), i, finalment, les mides enormes de
la majoria de gens dels NMD com DMD, DYSF, TTN, LMNA, RYR1 i molts més. Es per aixo
que les noves tecniques de seqlienciacid massiva (NGS) permeten abordar aquestes
dificultats d'una manera més efectiva i economica, a I'hora que augmenta la descripcio
de nou gens associats a patologies.

Degut a l'elevat nombre de pacients sense diagnostic de l'area de Trastorns
Neuromusculars del Servei de Neurologia Pediatrica de |'Hospital Universitari Vall
d'Hebron, es va plantejar I'aplicacié del NGS amb la finalitat de millorar en aquest
aspecte. La primera tecnica que es va seleccionar va ser I'exoma complet. Es van
seleccionar 12 pacients i es van sequenciar en format singleton (tan sols el cas index) i
dels quals només se'n van resoldre dos casos.

Aquest baix exit és degut a que es tractava de les primeres plataformes d’exoma complet
(WES) sorgides al mercat, els quals presentaven uns nivells de cobertura molt baixos de
determinades regions, sobretot aquelles regions que sén riques en GC en les que la
cobertura pot no arribar a 10X i d'aquesta manera, no detectar moltes variants.?*2%% A
més, el poc coneixement sobre el tema i la manca de bases de dades relacionades,
dificultava la interpretacio dels resultats.

Degut a aix0, es va plantejar I'Gs d'una altra técnica de NGS, el panell de gens TruSight

One (TSO). El seu Us sobre 32 mostres va permetre diagnosticar 17 d’elles, 4 de les quals
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havien estat seqlienciades previament per WES, demostrant que la baixa cobertura
d'algunes regions junt amb la manca d'eines per a I'analisi d'un nombre massiu de dades,
del test anterior feia passar per alt les variants patogeniques d'aquests pacients. Amb el
panell TSO s'incrementava la cobertura®* i s'assolia una taxa d'éxit del 50% dels pacients
escanejats.

Donats aquests resultats sembla que I'Us de WES pel diagnostic rutinari presenta diversos
inconvenients pel que fa al disseny, la cobertura, I'analisi i la validacié de variants, aixi
com pel rendiment i el preu. En canvi I'Gs de panells permet augmentar I'enriquiment
d’exons dificils de capturar o incorporar regions amb mutacions introniques conegudes,
obtenint una cobertura més alta i un llistat de variants reduits (ja que se centra en un
subconjunt de gens candidats).?* La millora en el diagndstic genétic que representen els
panells ja ha estat descrita préviament, on es troba que el rendiment diagnostic d'aquesta
tecnica és 3 cops més que per Sanger tradicional i que a més, aproximadament el 18%

de les variants patogéniques es poden perdre si s'aplica la seqlienciacié per WES.*

Reanalisi

La disponibilitat de les dades generades per seqlienciacié tant per WES com per panells
obren la possibilitat a futurs reanalisi, accié que ha resultat essencial en el diagnostic
d'alguns dels pacients d’aquest treball. Per reanalisi en aquest treball entenem |'aplicacié
de nous pipeline de processament de dades, que pot influenciar la troballa de variants.?*’
Com ha estat el cas del pacient 5, al que se li va trobar una mutaci6 al gen SEPN1 amb
I'aplicacio del pipeline usat pel reanalisi de dades del projecte PERIS.

Pero també és reanalisi el refiltratge pel llistat de gens actualitzat. Com s’ha comentat,
cada any es descriuen nous gens associats amb fenotips neuromusculars, pel que en els
casos negatius és essencial aquest reanalisi. Pero a més, implica que els panells de gens
s'han de mantenir actualitzats, cobrint tots els gens descrits, de manera que segueixin
sent rentables. Aquest tipus de reanalisi és el que es va aplicar en el pacient 33,
heterozigot compost pel gen COG6, recentment descrit associat a Neuropaties amb
insensibilitat al dolor.

Finalment també considerem reanalisi, I'inspeccié exhaustiva de totes les variants

trobades en un gen candidat, revisant conservaci6, frequencies i predictors de
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patogenicitat per tal de no descartar cap variant. Es el cas del pacient 7, en el que I'estudi
d'una variant sinonima i la seva validacio funcional en 'ARNm ha permes fer el diagnostic
acurat.

Tots aquests aspectes de reanalisi resulten essencials pel 30-50% dels casos que queden
sense diagnosticar amb I'Us de les técniques de NGS.?*® | aixd és un testimoni de la
necessitat de millorar la comprensi6 de tots els aspectes del genoma huma, ja que les
nostres deficiencies actuals, probablement es deuen a que les habilitats d'interpretacid
es limiten a variants ubicades a exons codificants i a regions limit intr6-exé. En altres
paraules, actualment tenim una limitacié en interpretar possibles variants patogeniques

en regions no codificants i requladores del genoma.*’

Importancia de les validacions

En els nostres estudis, sempre es realitza una validacid per seqlienciacié Sanger per tal
de veure el patré d'herencia i determinar si els progenitors en sén portadors. En qualsevol
cas, les mutacions que es troben per NGS també han de ser validades per descartar els
errors de seqliéncia introduits durant el protocol NGS, per proporcionar una segona
confirmacié independent i una base per a una prova simplificada per a un altre

assessorament dins de la familia.?#>24920

Rendiment de les técniques de NGS

En I'aplicacié de NGS pel diagnostic de malalties mendelianes s’ha descrit que es ressolen
un 25% dels casos.?>’ En canvi, en els NMD s'ha vist que aquest percentatge augment al
48-50%.2>

A que es pot deure aquesta millora en el rendiment del diagnostic genetic?

Actualment les proves genetiques estan guiades pel fenotip clinic del pacient en
combinacié amb els resultats de la ressonancia magnetica muscular, |'electromiograma
(EMG) i la biopsia muscular. S'ha discutit molt sobre si la biopsia muscular pot ser
prescindible pel diagnostic pero per la experiencia en NMD, és necessari perqué déna
indicis de quina patologia pot ser. En el cas, per exemple, de la miopatia nemalinica,
I'observacié de cossos nemalinics a la biopsia muscular és essencial. També es pot

necessitar una biopsia muscular per verificar I'efecte d'una variant genetica especifica
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sobre la presencia, ubicacio i funcié de proteines. Aixo s'ha tornat cada vegada més
important a I'hora de classificar noves variants en gens coneguts per causar malalties
musculars , i també per confirmar la patogenicitat de les variants en gens nous o de
significat incert.

De fet, dels resultats exposats en aquest treball s'extreu que com més dirigit vagi el
diagnostic clinic (més concloents siguin aquestes proves cliniques), més probabilitat de
trobar la causa genetica. De fet, en el cas dels defectes congenits de glicosilacié (CDGs),
la sequienciacio d'un sol gen té més exit que I'Us de panells (21,2% versus 5,8%). Aixo és
atribuible a que els fenotips solen ser molt especifics d'un gen concret i I'Us de tests
bioquimics que impliquen un gen especific.**® Tot i que les proves bioquimiques i el
fenotip clinic poden ser molt especifics per a determinats CDGs, sovint aixo no ho és tant
per als NMD.

Totes les dades anteriorment exposades han d'ajudar a definir quina tecnica utilitzar pel
diagnostic genetic i demostren que és imprescindible la implicacié de totes les disciplines
per a seleccionar la millor aproximacio.

Una forma d’'incrementar el rendiment de les tecniques NGS és realitzar la seqiienciacié
en trios (proband i els dos progenitors). Aixd ens permet determinar quina variant
s'hereta dels pares, aixi com identificar les mutacions espontanies de les linies germinals
que es coneixen o poden causar una malaltia genetica dominant. Aquesta estrategia ha
accelerat la taxa de deteccié de les mutacions de novo com la causa subjacent de la
malaltia genética dominant. Alhora, les dades de segregacio permeten reduir el nombre
de variants a considerar, facilitant la deteccié de causes noves de les malalties. El principal

desavantatge d'aquest enfocament és el triplicat dels costos de seqiienciacié.*’

Analisi funcional de variants amb significat incert

En I'analisi per NGS, s'ha reportat que es detecten 2-4x10° variants d'un sol nucleotid per
persona, de les quals 4-9 de significat incert relacionats amb la malaltia i 300-600 VUS
no relacionades amb la malaltia.**® Tot i que existeixen diferents aproximacions en la

anotacio de les variants,>?

és necessari realitzar estudis complementaris per comprovar
la implicacié funcional d’aquestes mutacions sobre les proteines que codifiquen.

Es per aixo que en el nostre treball, ha estat indispensable avaluar la patogenicitat de 4
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mutacions que es predeia que afectarien I'splicing. Aquest estudi s’ha pogut realitzar
perque es disposava de biopsia muscular dels pacients. La mostra de la biopsia es pot
utilitzar per identificar I'abundancia de proteines, la ubicacié de les proteines, aixi com
per als estudis funcionals en 'ARNm. Fer-ho ens ha permeés confirmar els diagnostics i
veure que les mutacions sinonimes, molts cops s'han de tenir en compte quan se sospita
d'un gen candidat molt clar pero no se'n troba la variant. En el cas del pacient 7 la mutacio
sinonima que presenta produeix l'activacié d'un lloc criptic d'splicing i la delecié de la
part final de I'exé en 'ARNm de la nebulina.

S’ha descrit que les mutacions sinonimes poden alterar no només |'splicing si no també
I'estructura i estabilitat de I'ARNm i I'expressié, conformacié i funcié proteica.?** Pel que
en futurs estudis s'ha de tenir en compte aquest tipus de mutacions pel diagnostic

geneétic.

Casos dubtosos

A part dels casos positius i ja diagnosticats que s'han exposat, hi ha 3 pacients amb
diagnostics dubtosos.

Els casos dubtosos ho sén per motius diferents. En el cas del pacient 13: presenta una
mutacié missense que causa un frameshift en un gen (MTMR14) amb herencia dominant.
El motiu pel qual és dubtds és que la mare també és portadora d'aquesta variant. Tot i
aixo, no s'acaba de descartar i s’hauria de realitzar estudis moleculars per determinar la
patogenicitat. S'ha descrit en altres patologies, com la miopatia congénita per deficit de
Ryr1, que a teixit especific (en aquest cas, muscul) només s’expressa un al-lel, I'altre se
silencia. En alguns pacients portadors d'una variant, se silencia l'al-lel que no duu la
mutacié de manera que la inactivacié actua com a mutacio recessiva.”>> Pel que en futurs
estudis es podria realitzar un assaig similar al descrit per Ryr1 per determinar que pot
passar amb el gen MTMR14, perque un cas de penetrancia incomplerta no lliga amb un
patré de dominancia.

Els altres dos casos, 3 i 6, el motiu és diferent. A tots dos se’l s'hi va detectar variants al
gendela TTN, un dels gens més grans del genoma amb 363 exons. Aixo el fa inabordable
pels predictors de patogenicitat i la majoria de variants detectades en aquest gen

resulten de significat incert, pel que les mutacions nonsense o frameshift son
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considerades causes de la patologia pero la resta de mutacions cauen en la incertesa,
igual que el diagnostic d'aquests pacients. Hi ha grups treballant en I'analisi de mutacions
de significat incert en aquest gen del genoma intentant dilucidar la seva patogenicitat,?*®
de manera que |'estudi de variants potencialment patogeniques a la TTN sera més facil
en un futur.

A més, realitzar estudis moleculars de I'impacte de les VUS sobre les proteines resultara
en poc temps essencial, analitzant també les missense quan sigui possible; ja que s’ha
descrit que un 30% de les mutacions reportades com a patogeniques resulten ser
polimorfismes.>>’ Per poder dur a terme aix0, també caldra fer estudis d'expressié dels
gens d'interes dels teixits més accessibles. L'estudi en teixit muscular resulta més senzill
degut a l'accessibilitat de realitzar una biopsia muscular, pero el problema sorgira en
I'estudi de gens d'expressio a sistema nervids. En alguns casos, es podra buscar un teixit

amb expressidé semblant com els fibroblasts, pero no sempre sera aixi.

Casos negatius i limitacions de les tecniques

Finalment, romanen 14 casos sense diagnostic. Discutir les possibles causes per les quals
no s'ha trobat la causa, pot ajudar a decidir els proxims passos cap al diagnostic.

La principal causa del no diagnostic son les limitacions propies de les tecniques de NGS.
Aquestes, no son capaces de detectar mutacions deep intronic, expansio de repeticions,
translocacions, variacio en el nUmero de copies (CNV) o duplicacions. Tot i que pels CNVs
s'estan implementant pijpelines que permetin la seva detecci6,>® de moment, sén
precises moltes altres tecniques com I'aCGH, el MLPA, seqlienciacié Sanger tradicional...
Pel que en cas de tenir un gen candidat molt clar, seria plausible el diagnostic aplicant
alguna d'aquestes tecniques.

Repassant el llistat de casos negatius, la majoria corresponen a fenotips complexes
parcialment definits, al que se li podrien identificar diversos gens, pel que calen més
estudis clinics per definir les proves complementaries.

A més, ha estat descrit que, de mitja, un individu és portador de 20 variants que causen
la perdua de funcié de proteines i que quan son heretades amb una segona mutacio a
I'altre al-lel poden ser causants de patologia.?*® De fet, existeixen pacients que presenten

fenotips complexes com a resultat de la coincidencia de dos trastorns genetics
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autosomics recessius diferenciats, que poden empitjorar el fenotip o millorar-10.20%¢" pe|

que durant l'analisi de les dades de NGS de casos complexes no s'’ha de descartar la

possibilitat de trobar variants que afectin dos gens diferents.

Perspectives de futur

Amb tota aquesta base, el futur del diagnostic genetic en els trastorns neuromusculars
passa per una banda, en seguir millorant les tecniques de NGS i el seu analisi i per |'altra,
seguir ampliant el coneixement clinic.

De fet, en aquests Ultims anys han millorat molt les especificacions tecniques de I'NGS
(millora en cobertures, rapidesa, aplicacié de pipelines...) i a la vegada, els seus costos
s'han reduit molt.? Es per aixd que amb aquestes millores, acabara sent més rentable
aplicar WES en comptes dels panells ja que per un preu semblant les variants no es
reduiran només als gens candidats ja associats a la patologia permetent reanalisis en
nous gens a partir dels mateixos resultats crus. Pero també resulta molt necessari que els
panells comercials com el TSO actualitzin el seu llistat de gens mantenint els preus
competitius ja que com s’ha demostrat pels trastorns NMD ben fenotipats el rendiment
de diagnostic del TSO és molt alt. De fet, Illumina ja ha tret al mercat el panell TSO
expandit que passa de cobrir 4.813 gens a més de 6.700.

Tot i la identificaci6 amb exit de tants gens relacionats amb els NMD, encara queden
molts més per descobrir ja que es calcula que aproximadament el 40% dels pacients
encara no té diagnostic. Pel que aquestes families segueixen a les fosques ja que no
saben que esta causant la malaltia en la seva familia; poden no coneixer el patro
d'herencia de la malaltia; poden tenir informacié inexacta sobre el possible risc de
recurréncia per a futurs embarassos i les seves opcions de tenir un fill sa son incertes.*®
Pel que és necessaria I'aplicacio en recerca de les tecniques de NGS més noves, WES,
WGS i RNASeq i amb la seva integracid coneixer nous gens causals.

Amb els rapids avengos tecnologics i la caiguda dels costos de la sequienciacié a gran
escala, només és questié de temps que la sequienciacié de tot el genoma (WGS) es
converteixi en una part integrant del treball clinic rutinari. Actualment, les grans bases de
dades internacionals recopilen dades de diferents grups étnics amb I'objectiu de

proporcionar freqiencies al-leliques per a tots els al-lels dins de diferents poblacions. La
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integracié de WGS amb dades d'expressié genica del mateix individu (per mitja de
RNASeq) permetra la interpretacio de variants que resideixen en regions reguladores del
genoma. L'RNASeq és una tecnica de NGS que permet la seqlienciacio i quantificacié del
contingut del transcriptoma del teixit afecte del pacient. Com que el muscul és un teixit
relativament facil d'accedir, els trastorns musculars son els primers candidats per aquest
enfocament.”” De fet, una primera aproximacié seria provar si amb I'RNASeq
s'aconsegueix incrementar la taxa d'exit dels diagnostics dels NMD. De cara al diagnostic
d'alguns d'ells pero, la disponibilitat de teixit és un factor limitant ja que en els NMD
causats per defectes en la motoneurona resulta impossible obtenir-ne una mostra.
Actualment, la neurogenetica molecular diagnostica se centra a identificar les mutacions
causants en un pacient. En el futur, I'enfocament pot passar a la prevencio, identificant
els portadors de malalties recessives abans que afectin els infants.
La investigacié futura segurament se centrara, per tant, en:

- Desenvolupar unes tecniques diagnostiques millorades.

- Posar aquestes técniques a ma dels serveis sanitaris de forma que es pugui

prevenir |'aparicioé d'aquestes patologies.
- Aprofundir en el coneixement de la fisiopatologia dels NMD, fet que resultara
essencial pels fenotips complexes.
- Desenvolupar terapies efectives per cada malaltia, gen o mutacié especifica.
- Determinar modificadors que alteren la severitat de les patologies fent-les

variables en la penetrancia i I'edat d'inici.
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Resum de la importancia del diagnostic geneétic i de les aproximacions

terapeutiques en les NMD pediatriques

En un moment on els trastorns neuromusculars pediatrics no tenen una cura definitiva
és essencial treballar en totes les aproximacions possibles per afavorir la qualitat de vida
d'aquests pacients. Aix0 passa per proporcionar un diagnostic genetic el més rapid
possible per tal de que les families obtinguin respostes, no només sobre la causa, si no
sobre I'evolucioé aproximada de la patologia i assessorament genetic en cas de futures
gestacions.

Coneixer les causes genetiques de les patologies dels pacients amb NMD, juntament
amb aprofundir en I'estudi de variants en zones reguladores de les que actualment se’'n
desconeix |'impacte, ajudara a definir possibles terapies especifiques a nivell de gen o de
mutacio

Aquest treball ha intentat aportar un granet de sorra a tot el que queda per avangar en

el futur dels trastorns neuromusculars pediatrics.
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CONCLUSIONS







1. De l'analisi dels efectes del 17B-Estradiol sobre el muscul esquelétic del model muri

deficient en distrofina:

VI.

El tractament amb E2 aconsegueix reduir els nivells del marcador de dany
muscular, creatina quinasa. No obstant, no s'observen canvis histologics per
tractar-se d'un tractament a curt termini. A més, s'observa una disminucid de
les acumulacions de calci intracel-lular indicant un efecte estabilitzador de
membrana sarcoplasmatica. També pot ser que tingui aquest efecte
promovent la sobreexpressio d'utrofina.

L'administracio d'E2 en el ratolins deficients en distrofina augmenta la
sobreexpressio de gens relacionats amb la via de PI3K/Akt i promou la
supervivencia cel-lular. El receptor ERa és un dels elements que intervé en
aquesta accio.

El receptor p75 és un dels gens que es troba més sobreexpressat. i que no s'ha
pogut determinar quin lligand esta actuant sobre p75"™, pero es postula que
es tracta de NGF. Es creu que el cicle de generacié i degradacié d'aquesta
neurotrofina és molt rapid degut a la sobreexpressi6 de MMP-9,
metal-loproteasa que degrada la forma madura de NGF.

L'augment de I'expressié dels marcadors Pax7, p75"™ i MMP-9 recolzen la
informacid previa de que I'E2 esta actuant sobre les poblacions de cel-lules.
L'Gs dels tests funcionals ens aporta informacio util per avaluar el rendiment
fisic dels ratolins mdx, pero a més, I'exercici potencia els efectes de I'E2, pero
alhora, pot emmascarar consequencies per I'augment dels cicles de necrosi-
regeneracio.

5NTR per mitja del farmac

La modulacio directa del receptor de neurotrofines p7
LM11A-31, no aconsegueix els mateixos efectes que I'E2, tot i que produeix
una reduccié dels nivells de CKs i una millora funcional durant el pic maxim de

necrosi-regeneracio.
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2. De l'analisi de I'Gs del farmac amb activitat read-through, PTC124, i de I'Us de
nanoparticules per millorar I'alliberament a muscul:

l. No s'ha observat variacio en els nivells de distrofina per I'accié del farmac
PTC124, a la dosi i durada del tractament intraperitoneal. S’ha demostrat un
augment de l'expressid en els animals tractats amb DMSO. Futurs estudis
podrien determinar per quin mecanisme es produeix aquesta sobreexpressio.

Il. Les MSNs tenen tropisme per les zones inflamades, els musculs més afectes,
perod s'acumulen molt rapid en els organs d’eliminacié del farmac i del sistema
mononuclear fagocitic.

. L'addicié de molecules PEG a la superficie de les MSNs (MSNsPEG) produeix
una reduccié de I'acumulacié a organs d’eliminacio6 del farmac, a la vegada que
es manté el tropisme per les zones inflamades. Aixo fa d'aquestes
nanoparticules un bon vehicle per l'alliberament de farmacs a muscul
esquelétic amb processos d'inflamacié.

IV. El tractament amb MSNsPEG carregades amb PTC124 tampoc causa un

augment de la proteina distrofina per accio del farmac.

3. De I'ds de tecniques de NGS per millorar el diagnostic genetic:

(2]
Z
O
(90}
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O

[.  L'us de I'exoma clinic ofereix un rendiment diagnostic més alt que les primeres
versions de I'exoma complet.

ll. El reanalisi de les dades mitjancant I'aplicacié d'altres pipelines, el filtratge per
nous gens candidats o I'Us de software com l'lGV, és essencial pels casos
negatius en un primer terme.

[ll. La validacio funcional de les variants considerades de significat incert (VUS) és
necessaria per la confirmacié dels diagnostics.

IV. El rendiment diagnostic d'aquestes tecniques depen i precisa del diagnostic
clinic previ mitjancant les dades cliniques, I'electromiografia, la biopsia
muscular i la ressonancia magnetica muscular. Com més clar sigui aquest
diagnostic previ, més possibilitats hi ha de trobar la causa genetica aplicant

aquestes tecniques.
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Taula A: Relacié entre els gens més diferencialment expressats i les vies enriquides

Desenvolupament d'organismes

multice-l-lulars

Processos del desenvolupament

Processos dels sistema immunitari

Desenvolupament d'organs

Fissi6 d'organuls

Processos cel-lulars

Migracié de leucocits

Divisié cellular

Proliferacio cel-lular

Homeaostasi ionica cel-lular

Mort

Diferenciacio cel-lular

Resposta inflamatoria

Resposta a danys

Produccio de citoquines

gene regulated by estrogen in
NM_015764 Greb1 breast cancer protein

aldo-keto  reductase family 1,
NM_134072 Akric14 | member C14

monocyte to macrophage
NM_175217 Mmd2 differentiation-associated 2

protein tyrosine phosphatase, non-
NM_013643 Ptpn5 receptor type 5
NM_008108 Gdf3 growth differentiation factor 3

nerve growth factor receptor (TNFR
NM_033217 Ngfr superfamily, member 16)
NM_178396 Car12 carbonic anyhydrase 12
NM_001033770 | Gm904 | predicted gene 904
NM_011270 Rhd Rh blood group, D antigen
AK041110 Gm6416 | predicted gene 6416
NM_007429 Agtr2 angiotensin Il receptor, type 2
NM_138942 Dbh dopamine beta hydroxylase
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Processos del desenvolupament

Processos dels sistema immunitari

Desenvolupament d'organs

Fissi6 d'organuls

cytoplasmic FMR1 interacting

NM_001252460 | Cyfip2 protein 2
bone gamma-carboxyglutamate
NM_001032298 | Bglap2 protein 2
NM_001081147 | Oxtr oxytocin receptor
NM_175448 Clvs2 clavesin 2
solute carrier family 5 (choline
NM_022025 Slc5a7 transporter), member 7
NM_008829 Pgr progesterone receptor
NM_001008700 | ll4ra interleukin 4 receptor, alpha
NM_001130419 | Hpca hippocalcin
NM_008770 Cldn11 claudin 11
radial spoke head 1 homolog
NM_025290 Rsph1 (Chlamydomonas)
NM_011061 Padi4 peptidyl arginine deiminase, type IV
procollagen lysine, 2-oxoglutarate 5-
NM_011961 Plod2 dioxygenase 2

Processos cel-lulars

Migracio de leucocits

Divisio cellular

Proliferacio cel-lular

Homeostasi ionica cel-lular

Mort

Diferenciacio cel-lular

Resposta inflamatoria

Resposta a danys

Produccio de citoquines
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Desenvolupament d'organs

Fissi6 d'organuls

Processos cel-lulars

Migracié de leucocits

Divisié cellular

Proliferacio cel-lular

Homeaostasi ionica cel-lular

Mort

Diferenciacio cel-lular

Resposta inflamatoria

Resposta a danys

Produccio de citoquines

Bglap- bone gamma-carboxyglutamate
NM_031368 rs1 protein, related sequence 1
XM 991187 Gm8700 | predicted gene 8700
NM_009892 Chi3I3 chitinase 3-like 3
NM_008318 Ibsp integrin binding sialoprotein
NM_023125 Kng1 kininogen 1
NM_001005232 | Dbx1 developing brain homeobox 1
a disintegrin-like and
metallopeptidase (reprolysin type)
Adamts | with thrombospondin type 1 motif,
NM_175506 19 19
NM_010052 DIk1 delta-like 1 homolog (Drosophila)
NM_010678 Aff3 AF4/FMR2 family, member 3
NM_001113204 | Ncam1 neural cell adhesion molecule 1
lymphocyte antigen 6 complex,
NM_011837 Ly6h locus H
NM_033616 Csprs component of Sp100-rs
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Desenvolupament d'organs

multice-l-lulars

Fissi6 d'organuls

Processos cel-lulars

Migracié de leucocits

Divisié cellular

Proliferacio cel-lular

Homeaostasi ionica cel-lular

Mort

Diferenciacio cel-lular

Resposta inflamatoria

Resposta a danys

Produccio de citoquines

aldo-keto reductase family 1,

NM_134066 Akr1c18 | member C18
NM_010640 Klk1b11 | kallikrein 1-related peptidase b11
NM_008161 Gpx3 glutathione peroxidase 3
brain-specific angiogenesis inhibitor
NM_173071 Bai2 2
spondin 1, (f-spondin) extracellular
AK134774 Spon1 matrix protein
NM_201375 Kng2 kininogen 2
NM 007695 | Chi3i1 | chitinase 3-like I
NM_010078 Drp2 dystrophin related protein 2
NM_023135 Sultle1l | sulfotransferase family 1E, member 1
cytokine inducible SH2-containing
NM_009895 Cish protein
NM_011134 Pon1 paraoxonase 1
NM_145533 Smox spermine oxidase
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Processos del desenvolupament
Processos dels sistema immunitari
Desenvolupament d'organs

multice-l-lulars

Fissi6 d'organuls

Processos cel-lulars

Migracié de leucocits

Divisié cellular

Proliferacio cel-lular

Homeostasi ionica cel-lular
Diferenciacio cel-lular

Mort

Resposta inflamatoria

Resposta a danys

Produccio de citoquines

solute carrier family 30 (zinc

NM_001039677 | Slc30a2 | transporter), member 2
XR_105325 Gm4665 | predicted gene 4665
NM_023755 Tfcp2I1 | transcription factor CP2-like 1 !:! |!
S-adenosylmethionine
NM_007444 Amd?2 decarboxylase 2
killer ~ cell lectin-like  receptor,
NM_010650 Klra8 subfamily A, member 8
potassium voltage-gated channel,
NM_025734 Kcng4 subfamily G, member 4
NM_026976 Faim3 Fas apoptotic inhibitory molecule 3
aldehyde dehydrogenase family 1,
NM_009022 Aldh1a2 | subfamily A2
Cdk5rap | CDK5 regulatory subunit associated
NM_025876 1 protein 1
NM_053250 Crip3 cysteine-rich protein 3 -
killer ~ cell lectin-like receptor,
NM_010649 Klra4 subfamily A, member 4
NM_010923 Nnat neuronatin
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killer cell lectin-like receptor
NM_024470 Klra23 subfamily A, member 23
killer ~ cell lectin-like  receptor,
NM_001110323 | Klra7 subfamily A, member 7
3-hydroxybutyrate dehydrogenase,
NM_001122683 | Bdh1 type 1
cytochrome P450, family 2, subfamily
NM_007817 Cyp2f2 | f, polypeptide 2
NM_138673 Stab2 stabilin 2
tissue inhibitor of metalloproteinase
NM_080639 Timp4 4
killer ~ cell lectin-like  receptor
NM_053152 Klra22 subfamily A, member 22
potassium voltage-gated channel,
NM_ 201531 Kenf1 subfamily F, member 1
NM_008339 Cd79b CD79B antigen -
NM_026831 Mybphl | myosin binding protein H-like
NM_028638 Gadl1 glutamate decarboxylase-like 1
gamma-aminobutyric acid (GABA) A
NM_008072 Gabrd receptor, subunit delta
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Processos del desenvolupament
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multice-|-lulars

Desenvolupament d'organs

Fissi6 d'organuls

Processos cel-lulars

Migracioé de leucocits

Divisio cel-lular

Proliferacio cel-lular

Homeostasi ionica cel-lular

Mort

Diferenciacio cel-lular

Resposta inflamatoria

Resposta a danys

Produccié de citoquines

NM_016922 Gal3st1 | galactose-3-O-sulfotransferase 1
cytochrome P450, family 2, subfamily
NM_021282 Cyp2e1 | e, polypeptide 1
NM_008518 Ltb lymphotoxin B _
NM_198632 Trim67 tripartite motif-containing 67
NM_001243837 | C7 complement component 7 -
killer ~ cell lectin-like  receptor,
NM_013793 Klra15 subfamily A, member 15
NM_008510 | x| chemokine (€ moti) igand 1 I I BN 2
glutamic  pyruvate transaminase
NM_173866 Gpt2 (alanine aminotransferase) 2
NM_001077353 | Gsta3 glutathione S-transferase, alpha 3
membrane-spanning 4-domains,
NM_007641 Ms4a1 subfamily A, member 1
killer ~ cell lectin-like  receptor
AK138801 Klrc1 subfamily C, member 1
ATPase, Ca++ transporting, plasma
AK032322 Atp2b3 | membrane 3
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Resposta inflamatoria
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cell death-inducing DNA
fragmentation factor, alpha subunit-

Produccio de citoquines

NM_007702 Cidea like effector A
NM_144930 Ces1f carboxylesterase 1F

Cbp/p300-interacting transactivator,

with Glu/Asp-rich carboxy-terminal
NM_019563 Cited4 domain, 4

Hsd11b | hydroxysteroid 11-beta

NM_008288 1 dehydrogenase 1 -:-

WNT1 inducible signaling pathway
NM_016873 Wisp2 protein 2

V-set and immunoglobulin domain - -
NM_177789 Vsig4 containing 4

rhophilin, Rho GTPase binding
NM_027897 Rhpn2 protein 2

sphingomyelin phosphodiesterase 3,
NM_021491 Smpd3 | neutral -
NM_001033340 | Lrrc30 leucine rich repeat containing 30

Serpina | serine (or cysteine) peptidase

NM_008458 3c inhibitor, clade A, member 3C

family with sequence similarity 25,
NM_183278 Fam25c | member C
NM_013599 Mmp9 matrix metallopeptidase 9 _ - -

* La taula segueix a la pagina seglent.




sauinbold ap oonpoid

sAuep e eysodsay

eliojeweljul eysodsay

le|nj-j22 opeRUBIBYJ

JOW

Je[n|-|2 eI 1Se}SOaWOH

Je[n|-|a2 o1deJa4Ij0Id

Je|n|-[22 OISING

S11200N3| ap 01deIbIN

sle|n|-|92 s0ssad0.d

sinuebio,p oissi4

suebio,p Juswedn|oaussa(

LIEHUNWWI BWI)SIS S|9P SOSS920.1d

JuaWedNn|oAUSSaP 9P SOSS9J0.d

slejn|-|-e21Nw

sawisiuebio,p Juswednjorussa

trans-2,3-enoyl-CoA reductase-like
S100 calcium binding protein A9
discs, large (Drosophila) homolog-

1
£
]
[52)
) o
= c 1
|9} £
o = g
2|5 ¢
£ G|~ &
—_
£ o) 3
S © a
< > ©
o —
Py © 1
= (=] ©
£ ﬁ o (@)
= )
] %] o
< | — < [*)]
Q| O — ™M
<J| © — O
| ™M™ o ~
o n o ~
e < i
= = = =
Zl 2 =z Pz




P E2 P E2 P E2 P E2

NGF

e e T

Figura A: Imatge del revelat del Western Blot per NGF i CypA.

Igual que en la quantificacié de I'ARNm no s'observen diferéncies d'expressio entre els placebo i els
tractats amb E2. Les quatre primeres mostres son d’'animals que no van realitzar exercici i les altres
quatre, que si.
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Figura B: Imatge del revelat del Western Blot per Ryr1 i p75N™Ri CypA.

(A) WB corresponent a mostres de quadriceps del tractament amb LM11A-31 i els seus controls
respectius. (B) El mateix que I'anterior perdo amb mostres de diafragma.
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Figura C: Nivells d’expressié d’ARNm de Ryr1 (A), SERCA1a (B) i SERCA2a (C) en els animals tractats amb
LM11A-31 i en el grup control.

Els valors de mitjana obtinguts per Ryr1 son de 0,97+0,21 pels control i de 1,56+0,37 pels LM11A-31,
a quadriceps; i de 1,01+0,11 pels controls i de 0,73+0,16 pels LM11A-31, a diafragma. Els valors de
mitjana obtinguts per SERCATa son de 1,14+0,32 pels control i de 1,15+0,30 pels LM11A-31, a
quadriceps; i de 1,07+0,24 pels controls i de 0,53+0,08 pels LM11A-31, a diafragma. | els valors de
mitjana obtinguts per SERCA2a sén de 1,18+0,40 pels control i de 1,58+0,13 pels LM11A-31, a
quadriceps; i de 1,13£0,35 pels controls i de 0,430,095 pels LM11A-31, a diafragma.
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Fold change en ARNm de Mstn
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Figura D: Nivells d’expressié d’ARNm de Myog (A) i Mstn (B) en els animals tractats amb LM11A-31i en
el grup control.

Els valors de mitjana obtinguts per Myog sén de 1,09+0,25 pels control i de 0,66+0,23 pels LM11A-
31, a quadriceps. Els valors de mitjana obtinguts per Mstn son de 1,14+0,30 pels control i de 0,83+0,18
pels LM11A-31, a quadriceps.

Fold change en ARNm de MyoD
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Fold change en ARNm de Pax7
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Figura E: Nivells d'expressié d’ARNm de MyoD (A) i Pax7 (B) en els animals tractats amb LM11A-31i en
el grup control.

Els valors de mitjana obtinguts per MyoD sén de 1,27+0,40 pels control i de 1,28+0,38 pels LM11A-
31, a quadriceps. Els valors de mediana obtinguts per Pax7 sén de 1,0,595 (0,5365-3,133) pels control
i de 0,382 (0,282-1,752) pels LM11A-31, a quadriceps.
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