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L’ataxia de Friedreich (FRDA) és una malaltia neurodegenerativa, hereditaria autosomica
recessiva, causada per la deficiencia de la proteina frataxina (FXN) deguda a 1’expansio
patologica del triplet GAA intronic en el gen FXN. Es caracteritza principalment per una ataxia
progressiva, perdua sensorial i cardiomiopatia hipertrofica. La neurodegeneracio s’identifica en
les neurones dels DRG, els nervis sensorials periférics, les columnes posteriors i el nucli dentat
cerebel-16s. En I’actualitat no existeix tractament, pero diverses proves de concepte han evidenciat
el potencial terapéutic de la terapia genica amb AAV per a la FRDA. No obstant, aquests estudis
han utilitzat vies d’administracié dels AAV ineficients per tractar la neurodegeneracié i han
utilitzat promotors sintetics que proporcionen nivells molt elevats de FXN. Dades recents
assenyalen la importancia de mantenir els nivells de frataxina dins d’un rang fisiologic a causa de

la toxicitat cel-lular que ha demostrat la seva sobreexpressio.

En aquest estudi s’ha desenvolupat un nou vector de terapia génica AAV9 (rAAV9-FXN) amb
una seqiiencia d’ADN que codifica per a la frataxina, regulada pel promotor hPGK1 i I’element
WPRE. Una unica administracio intratecal de rAAV9-FXN en ratolins FRDA de 10 setmanes
d’edat ha demostrat una amplia biodistribuci0 i transduccio en els teixits neurologics afectats en
la FRDA com els DRG, els nervis periférics, la medul-la espinal i també en els teixits sistémics
com el cor i el fetge. Aquesta estratégia de terapia génica proporciona una expressié de frataxina
recombinant sostinguda i de llarga durada, amb nivells segurs, no toxics, similars als nivells
endogens de frataxina en ratolins WT durant 22 mesos després de 1’administracid. Els ratolins
FRDA tractats amb rAAV9-FXN han demostrat la prevencié significativa de les caracteristiques
patologiques de la malaltia com la coordinacié motora, els potencials d’accio sensitius dels nervis
periférics, el reflex d’agafada, la neurodegeneracié en els DRG, la medul-la espinal i el nucli
dentat, juntament amb la correccid de la cardiomiopatia, la reducci6 de I'acumulacié de diposits
de ferro i la preservacié de la funcié mitocondrial mantenint I'activitat de la cadena de transport

d'electrons.

En conclusio, aquest estudi demostra I’eficacia terapéutica de 1’administracié intratecal del vector
rAAVI-FXN per al tractament a nivell preclinic d’'un model de ratoli amb la malaltia i

proporciona evidencia del potencial terapéutic per al tractament de I’ataxia de Friedreich.
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Friedreich's ataxia (FRDA) is a recessive inherited neurodegenerative disease caused by frataxin
(FXN) deficiency caused by the pathological intronic GAA expansion within the FXN gene.
FRDA is characterised by progressive ataxia, sensory loss and hypertrophic cardiomyopathy.
Neurodegeneration is identified in DRG neurons, peripheral sensory nerves, the posterior column,
and cerebellar dentate nucleus. To date, there is no treatment available, but proof-of-concept
approaches have highlighted the therapeutic potential of AAV-gene therapy in FRDA. However,
these studies have used inefficient AAV delivery routes to treat the neurodegeneration, and used
synthetic promoters providing high-yields of FXN levels. Recent data point to the importance of
maintaining frataxin levels within a physiological range due to cellular toxicity that cause its

overexpression.

In this study, a new AAV9-gene therapy vector (rAAV9-FXN) has developed including a DNA
sequence that codify for frataxin regulated by the hPGK1 promoter and the WPRE element. A
single intrathecal administration of rAAV9-FXN into ten-week-old FRDA mice has demonstrated
a wide biodistribution and transduction into affected neurological tissues in FRDA like DRG,
peripheral nerves, spinal cord, and also systemic tissues as liver and heart. This gene therapy
strategy provides sustained and long-term frataxin expression, with safe non-toxic levels, similar
to endogenous frataxin levels in the WT mice during 22 months after administration. rAAV9-
FXN treated FRDA mice has demonstrated significant prevention of pathological characteristics
of the disease as the motor coordination, the sensory action potentials of peripheral nerves, the
hindlimb clasping reflex, prevents the neurodegeneration of the DRG, spinal cord and dentate
nucleus, along with cardiomyopathy correction, reduction of iron deposits accumulation and

preservation of mitochondrial function by maintaining the electron transport chain activity.

In conclusion, this study demonstrates the therapeutic efficacy of intrathecal administration of the
rAAV9-FXN vector for the preclinical treatment of a mouse model with the disease and provides

evidence for the clinical therapeutic potential for the treatment of Friedreich ataxia.
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1. Ataxia de Friedreich.

L’ataxia de Friedreich (FRDA; OMIM #229300; ORPHA 95) és una malaltia neurodegenerativa
hereditaria autosomica recessiva causada per la deficiéncia de frataxina com a resultat majorment
d'una expansio GAA en homozigosi en el primer intrd del gen FXN. La malaltia es caracteritza
per ataxia sensorial i espinocerebel-losa progressiva, pérdua sensorial, disartria, signes
piramidals, i debilitat muscular. Altres simptomes presents inclouen escoliosi, cardiomiopatia
hipertrofica i diabetis. A nivell neuropatologic s'identifica la perdua de les neurones en els ganglis
de les arrels dorsals (DRG), fibres nervioses sensorials periferiques, degeneracid de les columnes
posteriors de la medul-la espinal i pérdua variable del nucli dentat en el cerebel. En l'actualitat no
es disposa d'una terapia efectiva per tractar, aturar o revertir la progressio dels signes clinics de

I’ataxia de Friedreich.

2. Historia.

La malaltia va ser descrita per primera vegada el 1863 per Nikolaus Friedreich, un neuroleg i
patoleg alemany que I’anomena ataxia de Friedreich (1). En els seglients anys, va caracteritzar la
malaltia com hereditaria, descrivint-la com una atrofia degenerativa de les columnes posteriors
de la medul-la espinal que condueix a I’ataxia progressiva, pérdua sensorial, debilitat muscular,
sovint associada a escoliosi, deformitat del peu i cardiomiopatia. ElI 1875, Wilhelm Erb, un
estudiant de Nikolaus Friedreich, va descriure la pérdua dels reflexos dels tendons com a
caracteristica clinica i patologica de la malaltia, que no havia identificat Friedreich préviament
(2,3). Aguesta nova malaltia va ser discutida com a tal dins la comunitat cientifica. Concretament,
Charcot considerava que els pacients de Friedreich patien esclerosi multiple i que la neurosifilis
estava associada. Gowers va ser el primer neurdleg que va acceptar la nova identitat de la malaltia.
Després de la mort de Friedreich, el mateix Charcot va identificar un jove que patia ataxia no
tenia sifilis i reconeixia I’ataxia hereditaria. Després d'aix0, Duchenne va afirmar I'existéncia de
la nova malaltia. EI 1882, Brousse va anomenar aquesta malaltia finalment com ataxia de
Friedreich (abreviada FRDA) (4,5). El 1893, Pierre Marie, deixeble de Charcot, va separar la
FRDA de les ataxies dominants (6). EI 1907, Mott F.W. va descriure la degeneracio6 del nucli
dentat del cerebel i la va associar a la neuropatologia ja descrita de la malaltia (7). En la década
de 1980s, Lamarche, va trobar granuls de ferro acumulats en el cor de pacients amb la malaltia
(8). EI 1976, un grup del Quebec al Canada, van proposar uns criteris essencials per al diagnaostic
de la malaltia basats amb 50 casos de pacients (9). EI 1981, Anita Harding, en un estudi amb 150
casos, tot i que estava d’acord amb les caracteristiques essencials fixades pels canadencs per
diagnosticar la malaltia va proposar que aquestes eren massa rigides i insuficients sobretot en la

infantesa. VVa establir doncs les caracteristiques cliniques tipiques de I’ataxia de Friedreich, on es
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va especificar I’heréncia recessiva de la malaltia com a tret essencial per al diagndstic, juntament
amb 1’aparicié dels simptomes abans dels 25 anys, ataxia progressiva, abséncia de reflex als
tendons de les cames, neuropatia sensitiva axonal i disartria (10,11) (Taula 1). EI 1988
Chamberlain va realitzar el primer mapatge del gen FRDA, que va permetre determinar-ne el
locus en el cromosoma 9, concretament a 9913-g21.1, mitjangant un estudi de linkage amb 20
families amb almenys 3 germans afectes de la malaltia (12-14). Inicialment al gen FRDA se’l va
anomenar X25 i el 1996, V. Campuzano, M. Koenig, M. Pandolfo van identificar la mutacio
genética que causava la malaltia, van determinar la deficiencia de la proteina afectada que van
anomenar frataxina i es va relacionar la seva funcié amb el metabolisme del ferro (15). Els anys
posteriors es va intentar desxifrar la funcié de la proteina frataxina, que es va relacionar amb
I’homeostasi de ferro, amb la deficiéncia de formacié de complexos Fe-S, aixi com la deficiencia
de les proteines que requereixen els complexos Fe-S com son I’aconitasa i els complexos I, I, 111
de la cadena transportadora d’electrons en biopsies endocardiaques de pacients amb FRDA
(16,17). Tanmateix, s’ha demostrat que la falta de frataxina afecta la funcid mitocondrial (18),
afecta la fosforilacio oxidativa (19) i incrementa 1’estrés oxidatiu (20,21), entre d’altres. Malgrat
aquests estudis, la funcio exacta de la proteina s’ha discutit fins I’actualitat i encara esdevé debat.
Des de la identificacié de la causa de la malaltia fins 1’actualitat s’han dedicat molts esfor¢os en
trobar tractaments eficagos per curar els signes patologics, amb antioxidants, moduladors de
I'homedstasi del ferro, reguladors dels nivells de cllsters Fe-S i de la funcié mitocondrial, amb
compostos que reemplacin o incrementin I'expressié del gen FXN o els nivells de frataxina, o de

terapia génica amb diversos vectors (22). Malauradament cap d’ells ha esdevingut eficag.

3. Epidemiologia.

L'ataxia de Friedreich és I'ataxia hereditaria més freqiient. Afecta a homes i dones per igual i la
incidencia varia d'1 a 30.000-50.000 naixements vius. La prevalenca de la malaltia varia depenent
de la regi6. En les poblacions occidentals, la prevalenca de la FRDA varia entre 1:20.000 i
1:725.000. A I’Europa occidental la prevalencga és entre 2 i 4 de cada 100.000 habitants (23,24).
Als Estats Units afecta 1 de cada 50.000 persones. Els estudis epidemiologics han evidenciat un
gradient de prevalenca d'oest a est a Europa amb nivells més alts al nord d'Espanya, el sud de
Franca, i Irlanda i nivells més baixos a Escandinavia, I'est d'Alemanya, Austria i Russia. Les
frequiencies dels portadors en la poblacid varien entre 1:55 (nord d'Espanya) i 1:336 (RUssia).
L’analisi de I’haplotip del cromosoma Y huma apunten a 1’origen de la poblacié portadora de la
FRDA a un refugi franco-cantabre de I’época glacial (6,25). La FRDA és poc frequent en les
poblacions de I'Africa subsahariana i molt poc freqiient a I'Extrem Orient. Al Japo, la taxa de
prevalenca de la FRDA és molt més rara (1:1.000.000) (26). En Orphanet, la prevalenca s'indica

com 1-9 en 100.000 a nivell mundial, el que concorda amb les dades europees.
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4. Aspectes clinics i simptomatologia.

Els simptomes de I’ataxia de Friedreich comencen generalment entre els 5 i els 15 anys d'edat,
pero en ocasions infreqlients poden apareixer tan precogment com als 18 mesos o tan tard com
als 50 anys d'edat (10,27). Es tracta d’un desordre multisistémic, afectant el sistema nervios
periféric i central, el sistema muscul-esquelétic, cardiac i endocri. El primer simptoma que apareix
és generalment la dificultat per caminar, o ataxia de la marxa (27). L'ataxia, caracteritzada per
problemes de coordinacié com ara moviments maldestres, inestabilitat i pérdua d’equilibri,
empitjora gradualment i es propaga lentament des de les extremitats inferiors, a les superiors i
finalment al tronc. Poden ser signes precogos de la malaltia les deformitats en els peus, com ara
el peu bot, també anomenat pes cavus; la flexié o duplicitat involuntaria dels dits dels peus, els
dits dels peus en martell, o inversié del peu (gir cap a dins) que es presenten en un 58,8% dels
pacients. Amb el temps, els musculs comencen a afeblir-se i a consumir-se, especialment en els
peus, cames i mans, i es desenvolupen les deformitats. Un 73,5% de les persones amb ataxia de
Friedreich desenvolupa escoliosi, una curvatura anormal de la columna vertebral, que en cas de
ser greu, pot afectar la respiracid (28,29). Els pacients tenen polineuropatia periférica,
caracteritzada per la pérdua gradual de la sensacié a les extremitats, sobretot inferiors, que pot
propagar-se a altres parts de el cos, i que es manifesta per la perdua dels reflexos tendinosos,
especialment als genolls i els turmells. En un 90% dels pacients aproximadament entre els 2 i 5
anys després de 1’aparicio dels primers simptomes es desenvolupa la disartria, consistent en un
llenguatge lent, interromput i arrossegant les paraules. Posteriorment, apareix la disfagia, que és
la dificultat per engolir, caracteristica avancada de la malaltia (28). El pacient es cansa amb
facilitat. EIs moviments rapids, ritmics i involuntaris dels ulls anomenats nistagmes sén comuns
en un 90,5% dels casos (30). Altres simptomes que es poden donar sén el dolor toracic, la
dificultat respiratoria i les palpitacions. Aquests simptomes son el resultat de diverses formes de
malaltia cardiaca que sovint acompanyen l'ataxia de Friedreich, concretament en un 40,3% dels
pacients, com son la cardiomiopatia hipertrofica, consistent en la dilatacio i conseqlient augment
del volum del ventricle esquerra; i la fibrosi del miocardi, en la qual els musculs del cor es tornen
fibrosos, ambdds conduint a una insuficiéncia cardiaca (30). Les anormalitats del ritme cardiac
com la taquicardia, consistent en un increment de la freqiiencia cardiaca, i el bloqueig cardiac, és
a dir, el deteriorament de la conduccio d’impulsos cardiacs dins del cor, també s6n comuns. Entre
el 20-49% de les persones amb ataxia de Friedreich desenvolupa intolerancia als hidrats de
carboni i al voltant d’entre el 7-30% desenvolupa diabetis mellitus (27-29,31-33). Alguns
pacients poden desenvolupar la pérdua d’audicio, entre un 13-20%; i aproximadament el 36,8%

manifesten una reduccié de I’agudesa visual (29).

La velocitat d'evolucié de la malaltia varia d'una persona a una altra. Generalment entre 10 i 20

anys després de l'aparicio dels primers simptomes, la persona resta confinada a una cadira de
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rodes, i en etapes posteriors de la malaltia els individus es tornen totalment incapacitats.
L’expectativa de vida pot estar afectada, moltes persones amb ataxia de Friedreich moren en I'edat
adulta, aproximadament de mitjana als 40 anys, a causa de la malaltia cardiaca associada, la causa
de mort més comuna, en aproximadament el 60% dels casos, pero també degut a problemes
respiratoris o coma diabetic (34-36). No obstant aix0, ’esperanca de vida s’ha allargat en els
darrers anys, degut a I’aparici6 de tractaments per pal-liar la cardiomiopatia com per exemple
I’idebenona. Actualment, algunes persones amb simptomes menys greus d'ataxia de Friedreich
poden viure fins als 60 o 70 anys.

Criteri per al diagnostic tipic de I’ataxia de Friedreich segons Harding

Primari (essencial per al diagnostic)

Heréncia autosomica recessiva

Edat d’aparici6 de la simptomatologia abans dels 25 anys
Ataxia progressiva en les extremitats i la marxa
Abséncia dels reflexos tendinosos de les cames

Reflex plantar extensor

Neuropatia sensorial axonal

Disartria (5 anys després de I’aparicid)

Secundari (signes addicionals presents en més del 66% dels casos)
Escoliosis

Debilitat piramidal a les extremitats inferiors

Absencia de reflexos en les extremitats superiors

Perdua distal de la posici6 i sentit de vibracio.

Electrocardiograma anormal (cardiomiopatia)

Addicional (signes addicionals presents en menys del 50% dels casos)
Nistagmes

Atrofia optica

Sordesa

Amiotrofia distal (debilitat muscular)

Peu bot o Pes cavus

Intolerancia a la glucosa o diabetis

Taula 1. Criteri diagnostic per a determinar 1’ataxia de Friedreich tipica segons Harding, 1981
(10,37).

Unicament el 75% dels pacients d’ataxia de Friedreich segueixen el criteri de la malaltia tipica
definit per Harding. La resta, el 25% dels pacients amb FRDA presenten una manifestacio atipica
caracteritzada per una edat d’inici dels simptomes tardana i una progressid més lenta de la
malaltia. Els casos on els simptomes apareixen després dels 25 anys s’anomenen late-onset
(LOFA), i very late-onset (VLOFA) per als casos d’aparicio després dels 40 anys d’edat
(27,38,39). Alguns simptomes no neurologics com la cardiomiopatia, la diabetis o les
deformacions esquelétiques son menys frequents i el fenotip és sovint més espastic amb una lleu

ataxia.
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5. Fisiopatologia.

La principal afectacio en I’ataxia de Friedreich és la neuropatologia. Aquesta, a diferencia de les
altres ataxies hereditaries, es caracteritza per alteracions majoritariament en tot el tracte sensorial
des dels nervis periferics fins al cerebel (28). La neurodegeneracié s’inicia en el sistema nervids
periféeric, concretament en els nervis sensorials periférics i els ganglis de 1’arrel dorsal (DRG), i
continua en el sistema nervios central amb la pérdua de neurones grans sensorials del nucli dorsal
de la columna de Clarke, la degeneracio de les columnes posteriors, les vies espinocerebel-lars,
els tractes corticospinals; i posteriorment, el nucli dentat del cerebel, normalment en estadis més
avancats de la malaltia (28,34,40,41).

En I’ataxia de Friedreich la neuropatologia es caracteritza per una polineuropatia sensorial que
s’inicia primerament en el sistema nervios periferic a través de la neurodegeneraci6 dels nervis
sensorials periferics i els DRG. En els nervis periferics sensorials es produeix la pérdua d’axons
i fibres grans mielinitzades (4,42,43). Bidpsies dels nervis surals de pacients amb FRDA han
evidenciat aquesta polineuropatia axonal amb una reduccid significativa de la densitat de les fibres
grans mielinitzades, mentre que la densitat de les fibres petites mielinitzades pot ser normal o
moderadament reduida (44-46). Les alteracions electrofisiologiques en els nervis periféerics
inclouen una reduccio6 severa o una pérdua completa dels potencials d’acci6 dels nervis sensorials
i una disminucié lleugera de les velocitats de conduccié nerviosa (47). Els esdeveniments
cel-lulars que provoquen la perdua de les grans fibres mielinitzades inclouen la degeneracié axial
i la desmielinitzacio, tant per part de les neurones com de les cél-lules de Schwann (48). En els
ganglis de I’arrel dorsal la neurodegeneracid es caracteritza per la reduccié de la mida de les
neurones i I’aparicidé de noduls residuals que deriven de les cél-lules satél-lit, i que comporten
progressivament la perdua de les neurones grans sensorials. Concretament, s’ha identificat un
defecte maduratiu en neurones especifiques que romanen atrofiques i que posteriorment moren
de manera retrograda i gradual. També s’ha vist una alteracié del metabolisme del ferro tant en

neurones grans com en les cel-lules satél-lit dels DRG (34,41,46,49,50).

La neuropatologia continua avangant pel sistema nervids central, on la medul-la espinal mostra
una pérdua neuronal en el nucli dorsal de la columna de Clarke, atrofia dels tractes
espinocerebel-losos, pérdua de fibres mielinitzades en les columnes posteriors, atrofia del tracte
corticoespinal lateral i menys freqiientment neurodegeneracio en el tracte corticoespinal anterior
(4,42,43). El nucli dorsal de la columna de Clarke rep els axons dels ganglis dorsals, conté els
feixos sensitius i és un important centre de sinapsis per a la propiocepcio inconscient. Les
neurones d’aquesta columna envien la informaci6 propioceptiva al cerebel. Els pacients d’ataxia
de Friedreich tenen una pérdua elevada de neurones grans en el nucli dorsal de la columna de

Clarke afectant I’entrada propioceptiva al cerebel (34). Les columnes posteriors de la materia
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blanca de la medul-la espinal, formades pels fascicles gracil o de Goll, i cuneiforme o de Burdach,
es troben atrofiades. Aquestes columnes son les branques centrals dels axons de les neurones
sensorials dels DRG. Aquests axons s’estenen formant els fascicles gracil i cuneiforme conduint
la sensibilitat posicional i vibratoria fins al bulb raquidi. Els pacients amb FRDA presenten
desmielinitzacio, perdua de fibres i gliosi fibril-lar intensa en les columnes posteriors, amb més
afectacio en el nucli gracil que el cuneiforme, indicant que les fibres originades per neurones més
distals es troben més afectades. Els tractes espinocerebel-10sos que s’encarreguen d’enviar la
informacié sensorial al cortex cerebel-16s també estan atrofiats, donant lloc juntament amb la
neurodegeneracié del nucli dorsal de la columna de Clarke i les columnes posteriors, a la pérdua
del sentit de posicio, I’aparicio de la vibracié i I’eliminacio dels reflexos (34). Els tractes motors
corticospinals i piramidals constituits per llargues extensions de fibres també es veuen atrofiats,
sobretot en les zones distals, suggerint un procés de mort retrograda i conduint a la debilitat
muscular i respostes plantars extensores. La ressonancia magnética de la medul-la espinal cervical
de pacients amb FRDA demostra un aprimament consistent on és evident la degeneracié de les
columnes posteriors i laterals (51). La pérdua de fibres mielinitzades i la presencia gliosi s6n

caracteristiques comunes de la neurodegeneracid d’aquestes regions de la medul-la espinal (44).

En estadis més avancats de la malaltia, apareix normalment afectacié en el cerebel com a
conseqliencia secundaria de la neuropatologia sensitiva. EIl nucli dentat presenta una afectacié
severa caracteritzada per una perdua de les neurones grans glutamatérgiques, i conseqlientment
de les cel-lules de Betz a l'escorca cerebral motora. La pérdua severa de neurones
glutamatérgiques, com a terminals que contenen acid y-aminobutiric (GABA), comporta la
deterioracio de les connexions corticonuclears (34). El cortex cerebel-16s es manté sense afectacid
en les etapes inicials de la malaltia, pero en estadis més avancats generalment mostra una perdua
de les cel-lules de Purkinje (4,42,43,52). Quan I’atrofia del tracte piramidal esta avangada,
s’observa la pérdua de cél-lules piramidals o cel-lules de Betz, a les zones motores primaries de
I'escorca cerebral. En alguns casos els pacients amb FRDA també presenten pérdua neuronal en
els nervis optics, nucli subtalamic, talem i globus pal-lid (42,43). En general, I’atrofia progressiva
de les vies sensorials i cerebel-loses causa ataxia, disartria, inestabilitat de la marxa i pérdua

sensorial profunda.

En ’ataxia de Friedreich alguns pacients desenvolupen cardiomiopatia hipertrofica, que es
caracteritza per un engronsament de les parets del septe ventricular i del ventricle esquerra, i de
vegades també per un augment del volum del ventricle esquerra, provocant arritmies i crisis
cardiaques, les quals son la causa més freqlient de mort en els pacients. La cardiomiopatia es
genera per la fibrosis intersticial, la hipertrofia i degeneracié de les cél-lules cardiaques, la necrosi
muscular i I’acumulacié intracel-lular de lipofuscina, ferro i diposits de calci (4,8,10,27,53).

Aproximadament el 80% dels pacients amb ataxia de Friedreich mostren una geometria del
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ventricle esquerra alterada en ecocardiografies, i anormalitats en les ones T invertides en
electromiografies (54-56). En estadis inicials de la malaltia, la cardiomiopatia es caracteritza per
una hipertrofia concéntrica del cor, en la qual s’incrementa el gruix de la paret del ventricle
esquerra i del septe ventricular degut a la hipertrofia dels cardiomiocits. A mesura que la patologia
progressa, en estadis més avancats, el ventricle esquerra del cor s’estira, i les parets ventriculars
s’aprimen degut a la fibrosi i la pérdua de cardiomiocits, de manera que s’incrementa el volum
ventricular causant una cardiomiopatia dilatada o excéntrica que provoca taquicardia
supraventricular degut a la incapacitat per bombejar correctament la sang. Taquicardies
prolongades causen palpitacions i arritmies, i en conseqliéncia parades cardiaques i en alguns
casos la mort dels pacients amb FRDA (35,57-60). A nivell cel-lular, s’ha detectat proliferacio
mitocondrial, pérdua de sarcomers contractils i I’acumulacié de ferro, tot i que en un petit
percentatge de cardiomiocits (34,57,61). També s’ha detectat I’acumulaci6 de ferritina, calci i
lipofuscina, que és un agregat de lipoproteines format de la degradacio de proteines que contenen
ferro en el lisosoma, i per tant la seva acumulacid indica una deficiéncia en el procés d’autofagia
(62). Tanmateix s’ha demostrat defectes en la funcié mitocondrial i concretament de la cadena

transportadora de electrons (63,64).

Sistema Patologia Resultat clinic
Degeneraci6 de les neurones grans sensitives Perdua dels reflexes tendinosos
(Propiocepcio)
Degeneracio dels tractes espinocerebel-losos (Dorsal) Pérdua de la coordinaci6 i I’equilibri
Neurologic
Degeneracio del nucli dentat del cerebel Disartria
Moviments oculars anormals (moderats)

Degeneraci6 dels tractes corticospinals Espasticitat i feblesa piramidal

A L - . . e Electrocardiograma anormal
Cardiac Cardiomiopatia hipertrofica (primer hipertrofia i Arritmies

osteriorment fibrosi .
P ) Fallada cardiaca progressiva

; Perdua de les illes pancreatiques L .
Endocri — Diabetis mellitus
Increment de la resisténcia a insulina

Escoliosi

Ortopedic Peu bot

Taula 2. Caracteristiques cliniques principals de I’ataxia de Friedreich (65).

La diabetis mellitus és un desordre metabolic que es produeix per la presencia d’altes
concentracions de glucosa en sang degudes a la impossibilitat d’absorcid per culpa de defectes en
la produccio d’insulina per part de les cél-lules B-pancreatiques o per una resisténcia a I’accio de
la insulina per utilitzar la glucosa. En I’ataxia de Friedreich, la diabetis s’ha descrit com una
alteracio patologica en alguns pacients, amb una incidéncia variable entre el 8 i 32% del total dels
casos, amb aparicio al voltant dels 15 anys després de I’inici de la malaltia (15,27,36,66-68). A

més, aproximadament el 49% dels pacients presenten alteracions en la tolerancia a glucosa (32).
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La causa de la diabetis en la FRDA és la disfunci6 i mort de les cél-lules B-pancreatiques, que en
conseqiiencia provoca un déficit d’insulina. També s’ha descrit que els pacients poden

desenvolupar resisténcia a insulina, a banda de la pérdua a la tolerancia a la glucosa (32,33,69,70).

6. Diagnostic i monitoritzacio.

El diagnostic de ’ataxia de Friedreich, caracteritzacié i monitoritzacié de la progressio la
patologia es realitza a través d’un examen genétic, clinic i un detallat examen fisic. El diagnostic
es confirma a nivell genetic, determinant la preséncia de 1’expansio en homozigosi del triplet
GAA en I’intré 1 del gen FXN del cromosoma 9 mitjancant triplet repeat primed PCR (TP-PCR),
i es guantifiquen el nimero de repeticions del triplet de nucleotids GAA. Donat que en
aproximadament un 2% dels casos, la FRDA pot ser deguda a I’expansi6 del triplet GAA en un
al-lel i a mutacions puntuals en el gen de frataxina en I’altre al-lel, es seqiiencien també els exons

codificants del gen FXN. No s'han identificat fins ara d'altres mutacions patologiques.

A nivell clinic, les proves que s’inclouen per caracteritzar la malaltia sén exploracions d’imatges
de ressonancia magnetica o tomografia computeritzada, que mostren aparenca normal en els
estadis inicials de la malaltia, perd que progressivament mostren atrofia variable de la medul-la
espinal cervical i en un estadi més avancat del cerebel (71-73). Els estudis d’electrofisiologia en
els nervis sensitius periférics, que revelen 1’abséncia o reduccio dels potencials d'acci6 sensitius,
i I’abséncia del reflex H (74). L’electromiograma (EMG) per avaluar I’activitat eléctrica de les
cel-lules musculars. L’electrocardiograma i ecocardiograma per determinar 1’existéncia de la
cardiomiopatia caracteristica en alguns casos de la malaltia. L avaluaci6 dels nivells de glucosa a
partir de mostres de sang o orina que es realitzen per determinar els casos amb intolerancia a la

glucosa o la diabetis mellitus.

L’avaluacio a nivell fisic i monitoritzacid dels signes patologics de la malaltia en els pacients es
realitzen mesurant una serie de parametres estandarditzats per obtenir un valor quantitatiu i poder
analitzar 1’evolucio de la progressio de la malaltia i establir un grau de severitat en el temps
mitjangant una escala de qualificaci6. A més, per tal d’avaluar una terapia en que aturi la
progressié de la malaltia, és imprescindible establir una escala de qualificacio on les mesures
utilitzades per detectar canvis clinicament significatius siguin precises (75). Mesurar I’estat i la
progressio patologica de la FRDA és un repte degut a la variabilitat clinica i I’heterogeneitat de
la malaltia pel fet de ser un trastorn multisistémic, de progressio lenta, amb diferents rangs d’edat
d’aparicié i d’evoluci6 de la severitat de la patologia a causa del nimero variable de repeticions
del triplet GAA. Existeixen tres escales de classificacio acceptades actualment per la comunitat
de neurologia clinica per monitoritzar la progressio de la malaltia i avaluar I’efecte de tractaments

en assajos clinics. Aquestes son I'Escala Internacional de Classificacié Cooperativa de I'Ataxia
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(ICARS), I’Escala de Classificacié d'Ataxia de Friedreich (FARS) i I'Escala per a I'Avaluacio i
Classificacio de I'Ataxia (SARA) (75-77). Les tres mesuren aspectes motors de la disfuncié

cerebel-losa, inclosa 1’ataxia de la postura, de la marxa i de les extremitats.

L’escala ICARS es compon de quatre subescales que mesuren la postura i la marxa, la funcié
cinética de les extremitats, la disartria i la funcié oculomotora; el sumatori de les quals té un valor
maxim d’afectacio de 100 (78,79). Aquesta escala s’ha utilitzat ampliament per avaluar
tractaments en assajos clinics, perd donat que molts d’ells no van mostrar eficacia, s’ha qiiestionat

el seu Us com a escala primaria en ’avaluacié d’assajos clinics (80).

L’escala FARS és una escala de qualificacio clinica especifica de la FRDA. El valor patologic
maxim és 159, provinent del sumatori de tres subescales que avaluen I’ataxia, les activitats de la
vida diaria i un examen neurologic en que es mesuren les funcions del bulb, les extremitats
superiors i inferiors, els nervis periférics, i I’estabilitat vertical i la marxa (81,82). Es la Gnica de
les escales que té en consideracid caracteristiques que no estan directament relacionades amb

I’examinacio fisica com ’activitat de vida diaria.

L’escala SARA, la més simple de les tres, inicialment es va utilitzar per a ’avaluacié d’ataxies
espinocerebel-loses (SCA) d'aparicio a I'edat adulta, per0 posteriorment s’ha utilitzat per la
qualificacié de la FRDA. Esta basada principalment en 1’avaluacié semiquantitativa de 1’ataxia
cerebel-losa, mitjancant la mesura de vuit parametres que avaluen la marxa, la postura, el seure,
la parla i la funcié cinética de les extremitats (83-85). Tot i que el cerebel esta directament
involucrat en la coordinacio dels moviments dels ulls, la funcié oculomotora no esta considerada
en aquesta escala, que si contemplen les altres dos escales. A més donat que exclou 1’avaluacid
de mesures extracerebel-loses, i que la malaltia es caracteritza per 1’ataxia i neuropatia sensorials
i els déficits de propiocepcio, s’ha discutit la seva aplicabilitat per la FRDA. Malgrat aixo, 1’us
d’aquesta escala esta en augment per la facilitat de mesura dels parametres i I’alta sensibilitat per

detectar canvis patologics en el temps en comparacié amb les escales ICARS i FARS.

7. Causa genética.

L’ataxia de Friedreich és una malaltia d’heréncia autosomica recessiva. Un individu amb ataxia
de Friedreich hereta cadascun dels cromosomes amb la mutacié en el gen FXN dels pares, que
son portadors asimptomatics, amb un Unic al-lel afecte. La probabilitat teorica de que dos pares
portadors tinguin un fill amb la malaltia és d’un 25%, el 50% dels fills serien portadors

asimptomatics de la mutaci6 igual que els pares, i un 25% no portador.

El 1996, es va identificar la causa genética de I'ataxia de Friedreich com un defecte en el gen X25,

tal com es va anomenar inicialment el gen FXN, ubicat al cromosoma 9 (banda 9921) (15). La
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mutacié genética majoritaria causant de la malaltia consisteix en l'expansié anormal en
homozigosi del triplet de nucleotids GAA localitzat a I'interior d'una seqliéncia Alu en el primer
intr6 del gen FXN. Més del 96% dels pacients amb ataxia de Friedreich presenten en ambdds
al-lels del gen FXN, un nimero de repeticions GAA d’entre 66 - 1.700, més freqlientment entre
600 i 900, en cada cromosoma 9. La majoria dels individus sans no portadors contenen fins
aproximadament 35 repeticions del triplet GAA, i els individus portadors heterozigots per
I’expansi6 anormal de les repeticions GAA esdevenen asimptomatics (28). Entre el 2-4% restant
dels pacients amb FRDA, presenten en heterozigosi composta I'expansi6 patologica del triplet de
nucleotids GAA en un al-lel del gen FXN i una variant patogénica en I’altre al-lel, consistent en
mutacions puntuals, delecions, insercions que afecten la sintesi i funci6 correcta de la proteina
frataxina, fent que es desenvolupi I’ataxia de Friedreich, sovint en formes atipiques de la malaltia,
caracteritzades per un inici, progressio, simptomatologia i severitat diferents a la patologia tipica
(86-88). Fins la data s'han descrit més de 17 mutacions diferents en el gen FXN capaces de

desencadenar la malaltia (89-91) (Taula 3).

CODI OMIM VARIANT AL-LELICA QUE PROVOCA ATAXIA DE FRIEDREICH
606829.0001 Expansié GAA en I’intr6 1.
606829.0002 Transversié en I’ex6 3 Leul06X.

606829.0003 Transici6 de A a G ¢.385-2A>G que interromp el lloc acceptor de
I’empalmament que es produeix en ’extrem del tercer intro.

606829.0004 Canvi de Ile154Phe en I’ex6 4.

606829.0005  Canvi de Gly130Val.

606829.0006 Canvi en el cod6 d’inici de la frataxina Metllle.
606829.0007 Canvi Trpl73Gly.

606829.0008 Deleci6 d’1 nt en el codd 75 que provoca el truncament de la proteina.

606829.0009 Deleci6 de 6 nt i inserci6 de 15 nt (c.371_376del6ins15) en 1’ex6 3.

Taula 3. Variants al-léliques identificades més freqients en el gen FXN en P’ataxia de Friedreich.
Nomenclatura d’acord amb la base de dades Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) (37).

El nimero de repeticions GAA pot incrementar o disminuir entre les generacions d’individus
degut a la inestabilitat que presenten sobretot durant la meiosi. D’aquesta manera, els individus
sans que contenen entre 30 i 66 repeticions GAA no patologiques es troben en un interval
premutacional on potencialment poden incrementar i transmetre 1’expansio patologica de les

repeticions a la descendéncia (92,93).
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Figura 1. Nimero de repeticions del triplet GAA en al-lels normals, en el limit i expandits. La
conseqliéncia fenotipica dels al-lels entre 35-44 repeticions GAA es desconeix. Els al-lels que es troben en

el limit poden causar la malaltia en un fenotip lleu. Figura adaptada de (37).

Les expansions GAA llargues en general causen un fenotip més sever amb una edat d’aparicio
més precog, una progressio més rapida i ’augment d’aparicio dels signes no neurologics. Pero,
concretament, ho determina la longitud de 1’al-lel més curt, que correlaciona inversament amb
I’edat d’aparicio dels simptomes i proporcionalment amb la severitat i progressio de la malaltia.
(27,31,66,94-96). Tanmateix, la variabilitat en edat d’inici de la malaltia, no depén exclusivament
del nombre de repeticions GAA, sin6 també d’altres factors com la preséncia d’interrupcions
estabilitzants en I’expansi6 (92), del mosaicisme somatic i de la inestabilitat de I’expansio durant
la vida. | és que s’ha demostrat que el nimero de repeticions analitzades en cél-lules de sang
periférica no reflecteixen necessariament la distribucid de la longitud de les repeticions en altres
teixits a causa del mosaicisme somatic. Per exemple en el sistema nervids central es va identificar
evidencia d’inestabilitat mitotica de I’expansi6 (97), i també en el cor i el pancrees on aquesta
inestabilitat somatica és més gran que al sistema nervios central (98). La inestabilitat postzigotica

augmenta a mesura que les persones amb FRDA envelleixen (98,99).

L'expansio trinucledtida GAA del gen FXN provoca un silenciament parcial de la transcripci6 del
gen causant nivells anormalment baixos d’ARNm de frataxina, i en conseqiiéncia una deficiéncia
en la sintesi de la proteina frataxina (100). Els nivells d’ARNm de FXN en pacients amb ataxia
de Friedreich es redueixen a un nivells aproximadament entre 5-30% respecte els individus sans
no portadors (100,101). S’ha demostrat que el ndmero de repeticions correlaciona

proporcionalment amb una repressid transcripcional més severa (102).

El silenciament transcripcional parcial resulta en una deficiencia de la iniciaci6 i elongacid
transcripcional del gen FXN, on el promotor es troba silenciat i I'ARN polimerasa Il (pol 11) queda
bloguejada a la regié 5° de les repeticions GAA impedint 1’elongacié de la transcripcio (103).
Durant els anys s’ha investigat la causa molecular per explicar com 1’expansié trinucledtida GAA

afecta el silenciament genic.
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Figura 2. Esquema de I’efecte de I’expansié del triplet de repeticions GAA a I’intré 1 del gen en la
transcripcié i expressio de frataxina en D’ataxia de Friedreich. En els exons, la regié codificant
correspon al color verd, i la regié no codificant en blanc. EI nimero de repeticions en vermell indica que

son patologiques, causant el silenciament de la transcripcio.

En primer lloc es va proposar que I'expansio6 trinucleotida GAA provoca la formacié d’estructures
no canoniques com estructures de cadena triple d'ADN o hibrids de cadenes ADN-ARN,
coneguda com estructura R-loop (o bucle R), que es forma per la interacci6 de la cadena d’ARNm
sintetitzada per la ARN polimerasa amb la cadena motlle d’ADN o per la interaccio amb FAST-
1, un transcrit antisentit que s’ha detectat en la mateixa regié de 1’expansio de GAA en direccio

al promotor i que podria inhibir la transcripci6 (101,104-108).

Es va suggerir que el déficit d’ARNm madur de FXN pot ser causat per un empalmament aberrant
que provoca la retencié de I’intr6 1, degut a I’incapacitat de reclutament de factors de
empalmament en la zona de les repeticions GAA (109). D’altra banda, no hi ha prou evidéncia de
que I’expansio GAA provoqui I’acumulaciéo d’ARNm aberrant toxic o I’acumulacio de preARNm
amb les repeticions patologiques GAA tal com passa per exemple en la distrofia miotonica tipus
1 (DM1) i la distrofia corneal endotelial de Fuchs (110,111).

Meés recentment es va proposar que I’expansié GAA incrementa la metilacio epigenética dels 1locs
CpG localitzats dins la seqliéncia Alu de I’intr6 1 del gen FXN flanquejant les repeticions GAA a
través de la reduccid en I’acetilacié de les histones, produint la formacié d’heterocromatina,
consistent en estructures de cromatina compactades, on les histones mantenen les cadenes d’ADN
unides i empaquetades, impossibilitant I’elongacioé de I’ARNm, la uni6 de factors de transcripcid
i en consequiéncia bloquejant la transcripcié de I’ARN polimerasa (112-117). S’ha demostrat que
pacients amb ataxia de Friedreich tenen hipoacetilacié de les histones H3 i H4, trimetilacié de la
histona H3K9, metilacié de la histona H3K27 i uns nivells de metilaciéo de I’ADN en I’intr6 1
prop de les repeticions molt més elevats que els individus no portadors (118). A més, inhibidors
de la deacetilaci6 d’histones (HDACi), mantenen les histones acetilades, inhibint aquesta

metilacid i en conseqliéncia, incrementant I’expressio tant d’ARNm com de proteina FXN (115).
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La conseqiiéncia final de I’expansio del trinucleotid GAA en I’intr6 1 del gen FXN en homozigosi
és per tant el silenciament parcial de la transcripcio, que produeix una deficiéncia dels nivells de
proteina frataxina causants de tots els signes patologics caracteristics de I’ataxia de Friedreich.

8. Estructurai regulacié del gen FXN.

El gen huma FXN compréen aproximadament 80 kb i es localitza en el cromosoma 9 (9921.11)
(109). S’han descrit 7 exons, 6 d’ells totalment o parcialment codificants, capacos de generar 4
transcrits que poden codificar, cadascun d’ells, diferents proteines frataxina, degut a
empalmaments o inici de transcripcid alternatius. L’intré 1 del gen, de 10.437 pb, conté les
repeticions del triplet GAA en I’interior d’una seqiiéncia Alu, prop de I’exd la, concretament a
1.334 pb (119).
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Figura 3. Estructura del gen frataxina huma (FXN). Les caixes indiguen els exons, on en negre fa
referéncia a la regié codificant de cada exo, i en blanc la regi6 no codificant. Les expansions del triplet de
repeticions GAA es mostren en I’intr6 1 en un requadre amb ratlles negres en diagonal. Les linies

discontinues indiquen els empalmaments entre exons per formar els diferents transcrits.

A dia d’avui, es coneix poc sobre la regulacio del gen FXN. S’ha descrit que 1.255 pb de la regid
5’ immediatament abans de I’inici de la seqiiéncia codificant en I’ex6 1a forma part del promotor
del gen (120). No conté seqliéncia TATA caracteristica de la iniciacié transcripcional en molts
gens eucariotes. En el seu lloc, conté una sequéncia iniciadora (Inr) juntament amb un element
promotor a 26 pb de distancia del lloc d’inici transcripcional (120). La regi6é promotora de 1.255
pb és rica en elements repetitius d’origens diferents com retroelements (AluJb, AluY i L2) i
repeticions intercalades entre mamifers (MIR) que han demostrat incrementar 1’activitat
promotora (120). Més recentment, s’ha identificat una regi6 de 17 pb a 4,9 kb en la zona 5° de
I’inici de la seqiiencia codificant, on s’uneix el factor transcripcional Oct-1, que tindria un rol
important en la regulacio del gen (121). S’ha demostrat que tant I’ex6 1 com la zona de I’intr6 1
situada entre 1’exd la i les repeticions GAA, té capacitat per regular el gen FXN. Concretament,
s’han identificat llocs d’unié de factors transcripcionals amb capacitat moduladora com SRF,
TFAP2 en I’ex61, 1 EGR3 i E-box en I’intro1 (122). EI domini E-box s’ha determinat que modula

I’activitat del promotor, ja que la seva deplecié en redueix significativament la seva activitat

21



INTRODUCCIO

(114). També s’ha proposat que el gen FXN esta regulat per ferro, ja que s’ha vist que I’addicio
de quelants de ferro redueix els nivells d’ARNm i proteina frataxina en cél-lules de pacients amb
FRDA, mentre que ’addici6 de ferro, n’incrementa I’expressio (123). Tot i que se’n desconeix
els mecanisme de regulacid, el gen FXN podria contenir llocs d’uni6 a elements sensibles al ferro
(IRE) en les zones reguladores no codificants, tal com s’ha descrit que succeeix en gens
involucrats amb el metabolisme del ferro com ferroxidasa (FTH1), ferritina (FRT), aconitasa
(ACO?2), entre altres (124,125).

Fins I’actualitat, en el gen huma FXN s’han descrit 4 transcrits d’ARNm que potencialment poden
traduir a frataxina. El transcrit 1 (ENST00000484259.3, Ensembl), d’1,3 kb de longitud amb 633
pb de seqiiéncia codificant, conté els exons 1a, 2, 3, 4a, 5a, i codifica per la isoforma 1, que és la
forma canonica i més abundant de la proteina frataxina amb 210 aa en la seva forma precursora,
i 130 aa un cop madurada en [Dinterior de la mitocondria (15). El transcrit 2
(ENST00000396364.7, Ensembl), de 516 pb conté els exons 1a, 2, 3, 4a, 5b i pot codificar per
una proteina frataxina de 171 aa. Conté un ex6 5 diferent, perqué es realitza un empalmament
alternatiu de I’ex6 4a a 1’ex6 5b, de 244 pb, situat a unes 40 kb en el gen respecte 1’ex6 Sa, de
manera que canvia la sequiéncia completament, generant una proteina d’una mida més curta degut
a un codo6 d’aturada (15). El transcrit 3 (ENST00000396366.6, Ensembl), de 591 pb, conté els
exons 1a, 2, 3, 4b, 5a i codifica per una proteina de 196 aa (126). S’ha vist expressat en cervell,
cerebel, medul-la espinal, cor i mascul esqueletic. En I’ex6 4, degut a un empalmament alternatiu,
I’ARN polimerasa allarga I’ex6 8 pb abans de fer I’empalmament a 1’ex6 5a, considerant doncs
que conté un exd 4b, que és exactament igual que el 4a perd amb aquests 8 pb més. Aquest
prolongament de 1’ex6 4 canvia el marc de lectura podent generar una proteina que en 1’extrem
carboxil terminal és completament diferent a la isoforma 1 (126). Els transcrits 2 i 3 s6n poc
comuns i la seva expressid no s’ha estudiat amb profunditat, de manera que s’ha qliestionat la
significanca funcional de les isoformes de frataxina resultants (37). El transcrit 4
(ENSTO00000377270.8, Ensembl), amb 408 pb de seqiiéncia codificant, no conté I’ex6 la, sind
que inicia la transcripcio en 1’ex6 1b, una regidé de 45 pb de l’interior de I’intrd1 del gen i fa
empalmament amb 1’ex6 2, i continua amb 1’ex6 3, 4a, 5a. L’exd 1b no codifica per proteina, el
codé d’inici de la traduccio es localitza en la meitat de I’ex6 2 1 manté el mateix marc de lectura
que el transcrit 1, podent codificar una proteina de 135 aa, on 130 aa son exactament iguals a la
forma madura de la isoforma 1, per tant, manté el mateix extrem C-terminal funcional. Els
transcrits 1, 2 i 3 tenen 1’ex6 1a, que és el que codifica el péptid de transit a la mitocondria, per
tant les proteines codificants resultats son capaces de translocar-se a la mitocondria, pero
difereixen en la part 3’ de la seqliéncia d’ARNm. En canvi, el transcrit 4 pot generar una isoforma
que no té la sequéncia de localitzacié mitocondrial, per I’abséncia de I’ex6 1a, de manera que no

localitza a la mitocondria, perdo manté la identitat amb la isoforma 1 (127) (Figura 4).
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Figura 4. Esquema dels transcrits i proteines descrites que es poden generar a partir del gen FXN
huma. En I’esquema hi figura el péptid de transit en groc, inclos en la proteina frataxina que es genera dels
transcrits 1, 2 i 3. El requadre vermell marca una seqiiéncia proteica que difereix respecte la forma canonica
del transcrit 1, degut a I’empalmament alternatiu en el transcrit 2, i un canvi del marc de lectura en el

transcrit 3. La resta de seqliéncia proteica en blau és identica entre isoformes.

9. La proteina frataxina.

El gen FXN codifica per una proteina petita acidica soluble mitocondrial altament conservada
durant I'evolucio, d’expressio ubiqua i essencial per a la vida, anomenada frataxina (15,128).
L’abséncia total d’aquesta proteina causa la letalitat en estadi embrionari de ratolins (129), i la
seva sintesi deficient, conseqiiencia de 1’expansié en homozigosi de les repeticions trinucleotides
GAA en I’intr6 1 del gen FXN, causa I’ataxia de Friedreich en humans. Els individus portadors,
heterozigots per I’expansio GAA, tenen nivells de frataxina inferiors als individus no portadors
pero son asimptomatics (130,131). Es tracta d’una proteina principalment mitocondrial i amb
expressid en practicament tots els teixits, perd amb nivells més elevats predominantment en
aquells teixits amb una elevada taxa metabolica, inclosos el fetge, el ronyo, el sistema nervids i
el cor (132). La funcid cel-lular especifica que desenvolupa és actualment desconeguda pero s’ha
descrit que estd estretament relacionada amb el metabolisme del ferro, concretament amb
I’homeostasi del ferro (133), la formacid de centres Fe-S (16,134,135), la formaci6 de grups hemo
(136,137), emmagatzematge de ferro (138), la fosforilacio oxidativa (18,19) i la resposta a I’estrés
oxidatiu (20,139).

En I’ataxia de Friedreich, la deficiéncia de frataxina provoca una biosintesi deficient dels cldsters
ferro-sofre que son necessaris en el transport d'electrons utilitzats pels complexos de la cadena

respiratoria en la mitocondria i I'acoblament de I'aconitasa. Com a consequiéncia es genera una
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deficiéncia en la produccio d’energia, la desregulacid de la funcié mitocondrial, s’acumula ferro
en I’interior mitocondrial alterant la seva homedstasi, generant especies reactives d’oxigen (ROS)
i estrés oxidatiu. La mitocondria col-lapsa, no pot desenvolupar la seva funcié amb normalitat i
la cél-lula inicia un procés de degeneracio i apoptosi, afectant principalment a les cél-lules dels
teixits amb més taxa metabolica com les neurones dels DRG, dels cardiomiocits i de les cel-lules
B-pancreatiques.

9.1. Expressio i localitzacio.

En els esser humans I’expressio del gen FXN i en conseqléncia de la proteina son ubics,
s’expressen en totes les cel-lules i teixits. Tot i aix0, els nivells d’expressié d’ARNm i proteina
frataxina mostren especificitat per alguns teixits que es correlacionen parcialment amb els llocs
principals d’afectacié de la malaltia, de manera que els teixits amb nivells més alts d’expressio
de frataxina son en part més vulnerables al seu déficit. En els humans adults, s’han detectat els
nivells més alts d’expressio de frataxina al cor, la medul-la espinal i els ganglis de 1’arrel dorsal,
amb nivells intermedis observats en el cerebel, sobretot la capa granular, el fetge, el muscul
esquelétic, el pancrees, el timus, el teixit adipds i nivells molt baixos a ’escorga cerebral (15). Els
pacients FRDA tenen uns nivells deficients de proteina frataxina, entre 5 i 35% respecte dels
nivell d’individus no portadors, que acostumen a ser inferiors al 10% en teixits periferics (100).
Interessantment, els individus sans portadors, contenen menys d’un 50% de frataxina respecte els

nivells dels individus no portadors, sense mostrar signes d’afectacid patologica.

Dins la cél-lula la frataxina localitza principalment en la mitocondria, concretament a la matriu
mitocondrial (100,132). L’ARNm de frataxina es tradueix en els ribosomes citoplasmatics, i un
cop sintetitzada la proteina aquesta es transloca a la mitocondria degut a la sequéncia de
localitzacié mitocondrial que conté en I’extrem N-terminal. Per entrar en la mitocondria, la
frataxina es tallada en dos passos proteolitics realitzats per la peptidasa de processament
mitocondrial (MPP) generant la proteina frataxina madura (140-142). Tot i aix0, s’ha descrit
formes extra-mitocondrials que tindrien una funcio relacionada amb la supervivéncia cel-lular i
que interaccionaria amb 1’aconitasa citosolica (IRP1) (143,144), aixi com isoformes que
localitzen en el citosol en cél-lules eritrocits i teixits del sistema nervids, i inclis en el nucli en
teixit cardiac (127,145).
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9.2. Estructura.

La seqliéncia d’aminoacids de la frataxina es pot dividir en dues parts, la part N-terminal absent
en els organismes procariotes i poc conservada en els eucariotes, i la part C-terminal, altament
conservada en 1’evolucio, que és la que es manté en humans i entra en la mitocondria després del
procés de escissio i maduraci6. Per aquest motiu s’atribueix que la regié C-terminal conté els

dominis funcionals de la proteina (146-148).

L’estructura secundaria de la proteina frataxina madura humana, corresponent a la part C-
terminal, consta de set fulles beta antiparal-leles que fan de suport a dos helixs alfa, formant un
sandvitx off compacte i globular (146,149). Entre 1’helix al i la fulla B-1 hi ha un grup de 12
aminoacids (Glu-92, Glu-96, Glu-100, Glu-101, Glu-104, Glu-108, Glu-111, Asp-112, Asp-115,
Glu-121, Asp-122, y Asp-124) exposats cap a I’exterior de la proteina, que per la seva proximitat
i orientacié creen una zona anionica i acidica molt conservada a tots els eucariotes, inclosos
animals, plantes, llevats i procariotes, que és perfecta per la unié d’ions carregats positivament
(cations), com el Fe?* (149-155). L ’autodegradacio i el procés de proteolisi de la part N-terminal
han impedit fins la data fer una caracteritzacié de la proteina integra amb la seqliéncia inicial
precursora. Els residus conservats que es localitzen en el nucli hidrofobic aporten estabilitat al
plegament de la proteina, mentre que els residus exposats a la superficie de la proteina estan
associats a la funcié proteica (149). L’estructura terciaria de la frataxina humana (92-210 aa) es
caracteritza per ser globular, de forma esferica amb un nucli hidrofobic compacte (146,156).
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Figura 5. Estructura i sequiéncia aminoacidica de la isoforma canonica de la frataxina humana. A)

Representacio de la frataxina humana plegada. L’estructura forma un sandvitx aff, compost per 2 hélix alfa
i 7 fulles beta antiparal-leles. N, indica I’extrem amino; C, I’extrem carboxil. B) Sequiéncia aminoacidica

de la isoforma 1 humana de frataxina. Els elements d’estructura secundaria estan marcats amb els mateixos
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colors que en la figura A. Les fletxes indiquen el lloc de tall de la peptidasa de processament mitocondrial

(MPP), on en negre es mostra el tall habitual, i en gris els talls alternatius descrits. Figura adaptada de (149).

9.3. Maduracio i isoformes.

La proteina frataxina (Q16595-1, Uniprot) conté diverses isoformes provinents de diferents
transcrits d’ ARNm diferents, la més comu es sintetitza a partir del transcrit 1 i és la isoforma més
abundant en general a tots els teixits, i se li atribueixen totes les funcions mitocondrials, és per
aix0 que se I’anomena la forma canonica (15). Aquesta isoforma es sintetitza en el citosol i
inicialment conté 210 aminoacids (aa) en la seva forma precursora, amb un pes molecular de
23,135 kDa. Aquesta forma proteica precursora conté una seqiiéncia N-terminal de 41 aa
corresponent a un péptid de transit que la dirigeix a la matriu mitocondrial, on es processada en
una fase de maduracid per la MPP, que la talla en diferents formes més petites (157,158). La
forma precursora de frataxina sofreix un primer tall de maduraci6 entre G41-L42, formant una
forma intermediaria (FXN42-210) de 169 aa (42-210 aa) (18,826 kDa), de manera que perd la
sequéncia de localitzacié mitocondrial i queda internalitzada en la mitocondria (158).
Posteriorment, la MPP en condicions normals realitza un segon tall en la sequiéncia aminoacidica
de la forma intermediaria a K80-S81, quedant la forma madura (FXN81-210), de 130 aa (14,268
kDa), que és la forma més comu en que es troba la proteina frataxina en 1’interior mitocondrial i

la que li permet realitzar la seva funci6 (158,159).

Quan el procés de maduracié normal falla, es poden generar formes alternatives de frataxina.
Concretament, s’ha vist en cultius in vitro de cél-lules, que quan el lloc de tall K80-S81 esta
bloguejat i la MPP no pot finalitzar el procés de maduracid, alternativament realitza el segon tall
a A55-S56 formant la forma FXN56-210 de 155 aa (17,26 kDa) (141,158). També en cultiu
cel-lular in vitro, per espectrometria de masses s’ha trobat una forma madura (FXN78-210) de
133 aa i 14,666 kDa, formada a partir d’un segon tall de la MPP en N77-L78, que no s’ha pogut

validar in vivo (160).

Com s’ha explicat anteriorment, es poden sintetitzar diferents isoformes de frataxina a partir dels
altres 3 transcrits descrits que es generen per empalmament o inicis de transcripcio alternatius. La
isoforma 2 (Q16595-2, Uniprot) de 171 aa i 19,1 kDa (15,126), generada a partir d’un transcrit
que conté un exd 5 alternatiu (ex6 5b), conté un codd d’aturada prematur i es diferencia en 11
aminoacids en I’extrem C-terminal respecte la isoforma 1. La isoforma 3 (Q16595-3, Uniprot) de
196 aa i 21,42 kDa, és sintetitza a partir d’un transcrit generat per empalmament alternatiu de
I’ex6 4 (ex6 4b), que canvia el marc de lectura de 1’ex6 5a, introduint un codé d’aturada prematur,
produint una proteina amb un extrem C-terminal més curta, diferent a la isoforma 1 (15,126).
Aquestes dos isoformes comparteixen 1’extrem N-terminal igual que la isoforma 1, i per tant

podrien translocar-se a la mitocondria, perd difereixen en I’extrem funcional C-terminal, de
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manera que podrien desenvolupar altres funcions, tot i que no s’han caracteritzat. La isoforma 4
(C9JAX1, Uniprot), s’ha trobat enriquida sobretot en teixits del sistema nerviés com el cerebel,
la medul-la espinal, els ganglis de I’arrel dorsal aixi com en els eritrocits de la sang (127,145). Es
sintetitza a partir d’un transcrit que s’inicia en un ex6 1 alternatiu (ex6 1b) que no és codificant,
de manera que el codé d’inici es troba en I’ex6 2. La proteina generada, de 14,91 kDa, conté 135
aa, que son ideéntics a la regi6 funcional C-terminal de la isoforma 1. El fet de no tenir ’ex6 1a,
fa que no contingui la seqliéncia de localitzacié mitocondrial. L’expressié recombinant d’aquesta
isoforma en cultius in vitro ha confirmat que localitza en el citosol (127). Finalment hi ha una
isoforma que sembla que és més especifica del cor que es forma per processament alternatiu de
I’ARNm de frataxina i s’ha vist que localitza en el nucli en cél-lules transfectades amb un
constructe sintetic que codifica aquesta isoforma (127). La funcié d’aquestes isoformes
alternatives a la forma canonica i la seva implicaci6 en la patogeénesi de 1’ataxia de Friedreich es
desconeix actualment (126,161,162), tot i que s’ha proposat per exemple que la isoforma 2 pot

afavorir la supervivencia cel-lular (143) (Figura 4).

9.4. Funcio.

Des de que es va descriure el gen responsable de la malaltia i sobretot gracies a la generacid
d'organismes models per al seu estudi, s’ha demostrat que la proteina frataxina esta relacionada
amb el metabolisme del ferro. En 1’ataxia de Friedreich, la seva deficiéncia causa una alteracio de
I’homeostasi del ferro i I’increment de 1’estrés oxidatiu (129). Malgrat aix0, actualment la funcié
exacta de la frataxina es desconeix, perd s’han postulat diferents possibles funcions, algunes
compatibles i consequients entre elles, i inclis algunes poden ser especifiques de teixit. S’ha
proposat que pot actuar com a xaperona del ferro modulant 1’activitat aconitasa, com a donadora
de ferro (Fe?*) en la biosintesi de centres Fe-S i grup hemo, o interaccionant amb el complex
proteic que s’encarrega de la sintesi d’aquests centres Fe-S. Se I’ha relacionat amb 1’activacio de
la sintesi energética d’ATP, actuant com a donadora d’electrons als complexes de la cadena
respiratoria mitocondrial, a través dels centres Fe-S. Se I’ha involucrat en I’emmagatzematge del
ferro en condicions de saturacio en la mitocondria i per tant relacionada amb mecanismes de
detoxificacio del ferro, per evitar la formaci6 d’espécies reactives d’oxigen. Per tant, es creu que
té un paper en [D’estrés oxidatiu i la regulacié d’enzims antioxidants. Inclis alguna de les

isoformes se 1’ha relacionat amb la superviveéncia cel-lular.

9.4.1. Homeostasi del ferro.

L homeostasi del ferro és fonamental per la supervivencia cel-lular ja que 1’16 ferro participa en
processos cel-lulars essencials com la produccio d’energia, la respiracio, el transport d’electrons

i oxigen, el metabolisme energétic mitocondrial i la sintesi d’ADN (163). La deplecio de ferro
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provoca mort cel-lular, i la seva acumulacié causa citotoxicitat degut a la generacié de ROS (164).
Des d’abans d’identificar el gen causant de la FRDA, ja es van trobar diposits de ferro en teixits
cardiacs de pacients (53). Posteriorment, a la identificacio de la deficiencia de frataxina com a
causant de la malaltia, en models de llevat knock-out de frataxina es va trobar un increment de la
concentraci6 de ferro en la mitocondria, acompanyat de dany oxidatiu (133). En models FRDA
també es va observar una disminucio dels nivells i I’activitat de proteines amb centres Fe-S com
I’aconitasa o els complexos de la cadena respiratoria d’electrons (16). Aquests resultats van
suggerir que la deficiéncia de frataxina causa 1’alteracié de 1’homeostasi del ferro a través de
I’acumulacio de ferro mitocondrial, la produccio d’espécies reactives d’oxigen, la inactivacio de

la sintesi dels centres Fe-S i la sensibilitat a I’estrés oxidatiu (165).

Una de les funcions proposades per la frataxina és la d’actuar com a proteina d’emmagatzematge
de ferro. El ferro entra a la mitocondria a través de la proteina de transport especifica mitoferrina,
i un cop dins, el ferro lliure (Fe**) és emmagatzemat o segrestat per la ferritina mitocondrial a
ferro oxidat (Fe®") per facilitar la mobilitat i el transport, i evitar que es produeixin reaccions redox
en que es generen ROS (166). En llevat i bacteria, s’ha descrit que la frataxina homologa d’aquests
organismes té una alta capacitat per unir-se al ferro i formar estructures oligomériques de manera
similar a com ho fa la ferritina humana, actuant com una xaperona del ferro en la mitocondria i
amb activitat ferroxidasa per mantenir el ferro en un estat redox inactiu (138,150,151). La
frataxina humana recombinant expressada en llevats i bacteris pot formar aquestes estructures
oligomériques de ferro, tot i que té una capacitat inferior d’uni6 a ferro comparada amb la
frataxina de llevat, fins i tot en condicions d’excés de ferro mitocondrial (153). La sobreexpressio
de ferritina humana en llevats deficients en frataxina rescata diversos fenotips suggerint que la
unié a ferro i I’habilitat de destoxicar pot ser una funcié exclusiva de la frataxina de llevats i
procariotes (167), donat que a diferéncia dels organismes superiors, no expressen ferritina (166).
Llevats deficients de frataxina, que no son capagos d’oligomeritzar el ferro, no mostren afectacio
en la sintesi de centres Fe-S, ni grups hemo, suggerint que 1’oligomeritzacid del ferro no és
essencial per realitzar aquests processos (168). Tot i aquestes evidencies en bacteri i llevat, no
s’ha demostrat si la frataxina en humans pot unir-se directament al ferro, ni formar agregats en
condicions similars, donat que la frataxina humana no té una estructura similar a les proteines
d’uni6 a ferro. Aquesta estructura de la frataxina humana en C-terminal és compacta, no té la
conformacio tipica d’uni6 a ferro o grups prostétics (146). També s’ha vist que el domini de la
proteina localitzat entre les cadenes a1 i 1, que potencialment es podria unir a ferro, conté residus
glutamat i aspartat exposats, enlloc de residus histidina o cisteina, que son els que normalment
estan implicats en la unio de ferro (169). Finalment, I’afinitat de la frataxina humana per unir-se
a ferro s’ha vist que és debil i1 no és especifica, ja que permet la uni6 d’altres metalls divalents

(146,152). Tot i aquestes evidencies, la funcié d’unio, oligomeritzacio i emmagatzemament de
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ferro per part de la frataxina només s’ha demostrat en estudis in vitro, la presencia de la ferritina
mitocondrial (FTMT) en el teixit huma, i diversos estudis qlestionen que la frataxina humana
tingui aquesta funcio6 in vivo (151,165,170).

Altres estudis han proposat que la frataxina té un rol en la sintesi de centres Fe-S i grups hemo,
donat que la seva deficiencia ha causat la reduccio dels nivells i I’activitat de proteines Fe-S com
les proteines dels complexos I, II, III de la cadena transportadora d’electrons de la mitocondria i
I’aconitasa en biopsies de miocardi de pacients FRDA i models FRDA, ja que requereixen de
centres Fe-S i grups hemo per desenvolupar correctament la seva funcié (16,135,171). La
biogenesi d’aquestes proteines amb centres Fe-S és essencial per al desenvolupament de funcions
com la traducci6 de proteines, el manteniment d”’ADN, la producci6 d’energia o la regulacié de
I’expressio genica. Aquests centres estan compostos de ferro i sofre inorganics i es troben
principalment en forma de quatre atoms de ferro i quatre atoms de sofre (172). En la formacié de
les proteines Fe-S mitocondrials, la cisteina desulfurasa (NFS1), que aporta el sofre inorganic,
forma un complex proteic amb ISD11, que actua d’estabilitzador de NFS1; i la proteina bastida
ISCU que conté cisteines, Iligands de sofre que permeten la unié directa del ferro, formant els
centres Fe-S. A continuacid, el centre Fe-S es transfereix i s’insereix a la proteina Fe-S receptora

a través d’un sistema de xaperones (173,174).

Inicialment es va suggerir que la frataxina podria actuar com a donadora de ferro en la formacié
de centres Fe-S, degut en part a la seva capacitat per unir-se a ions Fe?* i perqué es va demostrar
en models de llevat i cel-lules humanes que interaccionava amb les proteines que formen els
centres Fe-S, NFS1, ISD11 i ISCU (175-178). A més, es va demostrar la interaccio fisica entre
la frataxina humana i la ISCUL, i que aquesta era dependent de ferro (155,179). Degut a aixo, es
va suposar que aguesta proteina podia actuar com a donadora de ferro en ’assemblatge dels
clusters Fe-S (155). Posteriorment, també es va proposar la proteina frataxina com a regulador
al-lostéric per induir i estabilitzar I’activitat del complex que formen NFS1, ISD11 i ISCU per la
formacio dels centres Fe-S (180-182). En models eucariotes s’havia vist que la frataxina activava
la sintesi de centres Fe-S afavorint ’activitat desulfurasa de NFS1 (180,183). Concretament, en
llevats s’havia vist que 1’ortoleg de frataxina estimulava especificament la unié del substrat
cisteina amb Nfsl independentment d’Isul o Isd11 (184). Tot i aix0, estudis amb models de
drosofila i de ratoli amb nivells deficitaris de frataxina, no van mostrar canvis en ’activitat o els
nivells de proteines amb centres Fe-S com ’aconitasa o la succinat deshidrogenasa, suggerint que
la disminuci6 de I’activitat i els nivells de proteines Fe-S podria ser un efecte secundari de la

malaltia, i no estar directament relacionat amb el déficit de frataxina (185-188).

Una altra funci6, ha suggerit que la frataxina actua com a donadora de ferro en la biosintesi del
grup hemo. L ultim pas de la via de biosintesi del grup hemo té lloc a la mitocondria, i implica a

I’enzim ferroquelatasa (FECH), que catalitza la insercié del Fe?* a la proteina protoporfirina IX
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per formar el grup hemo. Diversos estudis han demostrat una interaccié entre frataxina i
ferroquelatasa, i que el déficit de frataxina provoca la disminucié dels nivells del grup hemo, i de
I’expressi6 de components de la sintesi del grup hemo com la mateixa ferroquelatasa
(136,137,189,190). Tot i aix0, en cel-lules progenitores d’eritrocits de pacients d’ataxia de

Friedreich no s’ha vist alteracions en la sintesi del grup hemo (191).

9.4.2. Regulaci6 de mecanismes antioxidants.

Esta ampliament acceptat que I’estrés oxidatiu té un paper fonamental en la patologia de la FRDA.
Tant cél-lules de pacients com models experimentals deficients en frataxina han demostrat la
generacio d’espécies reactives d’oxigen (ROS) i la presencia d’estrés oxidatiu (192—-197). Per tant
es va proposar com una de les funcions de la frataxina, contribuir a la protecci6 contra ’estrés
oxidatiu. Tot i aix0, no s’ha determinat si I’estrés oxidatiu és conseqliencia directa de la
deficiéncia de frataxina o és un efecte secundari de I’alteracio de I’homedstasi de ferro. Seguint
aquesta segona via, I’estrés oxidatiu podria produir-se per I’acumulacié de ferro en la mitocondria
a través de la reaccio de Fenton, on es generaria ROS que a la vegada danyarien els centres Fe-S,

alterant encara més el metabolisme del ferro.

Complementant la funcié de xaperona, s’ha suggerit que la frataxina tindria funcié de
detoxificacio de ferro (21). S uniria segrestant el ferro, impedint que quedi lliure en la mitocondria
i aixi evitant que desenvolupi la reaccio de Fenton, en la que es generen radicals lliures, limitant
el dany oxidatiu del ferro a I’ADN (20). Aquesta funcio s’ha vist en llevats perd depenent de
I’activitat de I’enzim ferroxidasa, que transforma el Fe?* a Fe** (198). Malgrat aix0, s ha vist que
algunes cel-lules de FRDA i models experimentals deficients en frataxina no tenen acumulacio
de ferro mitocondrial, de manera que la generaci6 de radicals Iliures provindria d’altres fonts
(135,194). Concretament, s’ha proposat que aquest increment de radicals lliures de I’oxigen s
podria generar pel deteriorament dels mecanismes antioxidants de la cél-lula degut al déficit de
frataxina, causant aquest estrés oxidatiu. En fibroblasts de pacients FRDA i models experimentals
deficients de frataxina s’ha detectat que la via Nrf2, que desencadena una resposta antioxidant en
condicions d’estrés oxidatiu, es troba alterada (199-201). Per tant, la frataxina podria tenir una

funcio reguladora dels mecanismes de defensa antioxidants.

En la cadena respiratoria mitocondrial, encarregada de la sintesi energética d’ATP, es generen
ROS com a productes secundaris de les reaccions d’oxidacio-reduccié. La deficiéncia de frataxina
causa una disfuncio de la cadena respiratoria, generant més quantitat de ROS provocant un
increment de I’estrés oxidatiu (18). La funcio de la frataxina en la cadena respiratoria es detalla

més ampliament a continuacio.
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9.4.3. Donador d’electrons a cadena respiratoria.

En I’ataxia de Friedreich, la deficiéncia de frataxina causa afectacidé majoritariament en els teixits
que requereixen de molta energia i per tant tenen una alta taxa metabolica. En la cél-lula I’energia
s’obté en les mitocondries mitjangant la produccié d’ATP principalment en la fosforilacid
oxidativa, com a consequencia del gradient electroquimic generat del bombeig de protons en
I’espai intermembrana de la mitocondria pels complexos de la cadena transportadora d’electrons
(ETC) o cadena respiratoria, mitjangant un conjunt de reaccions de reduccié-oxidacio, també

anomenades redox.

La deficiéncia de frataxina ha demostrat que causa un descens en I’activitat dels complexos de la
ETC i dels nivells d’ATP en cél-lules derivades de pacients FRDA i en models experimentals
(16,202,203). Per aquest motiu, s’ha relacionat la funcio de la frataxina amb 1’activacio de la
produccio energetica. En models deficients de frataxina o knock-out, I’expressio de frataxina
recombinant ha demostrat que incrementa el potencial de membrana mitocondrial amb el bombeig
protons i per tant activa la fosforilacié oxidativa incrementant els nivells d’ATP, suggerint una
funcid de la frataxina com a activadora de la fosforilacié oxidativa (19). A més, en un estudi en
llevats es va demostrar que la frataxina interacciona de manera directa amb les subunitats del
complex II de la ETC, succinat deshidrogenasa Sdhlp i Sdh2p, i amb les flavoproteines ETFa i
ETFEP que transfereixen els electrons a la quinona oxidoreductasa de la ETC (18). Els complexos
I, I, IIT de la cadena transportadora d’electrons requereixen de centres Fe-S, que aporten
electrons. La deficiencia de frataxina s’associa amb la incorporaci6 inadequada d’electrons a la
cadena respiratoria i la reduccio incompleta de la ubiquinona (Q) a I’'ubiquinol (QH2), explicant
la pérdua d’activitat del complex II en el seu paper en la cadena transportadora d’electrons, la
reduccié de sintesi d’ATP, i1 conseqiientment, ’acumulacié de Fe mitocondrial i la generacid
d’espécies reactives d’oxigen com la semiquinona pro-oxidant (Q--) (ROS) causant estrés
oxidatiu. Per tant, la frataxina podria aportar els centres Fe-S als complexos de la cadena
respiratOria per produir energia, tot i que no s’ha pogut demostrar en humans la interacci6 directa

de la frataxina amb la succinat deshidrogenasa.

10. Consequéncies del deficit de frataxina a nivell cel-lular.

Tal com s’ha dit anteriorment, la deficiéncia de frataxina causa una disfuncié de la mitocondria a
través sobretot de I’alteracié bioenergética, del metabolisme del ferro i de I’estat redox, afectant
totes les funcions en les que aquest organul esta implicat en la cél-lula (165,204). La mitocondria
és un organul present en totes les cél-lules, molt important per aquelles amb un requeriment
energetic més elevat. En les cél-lules del sistema nervids és essencial pel desenvolupament i

manteniment neuronal, la produccié d’energia, I’homeostasi del calci, el manteniment del
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potencial de membrana, el plegament de proteines, el transport axonal i dendritic, 1’alliberament
de neurotransmissors en les sinapsis, la regulacié de ’estrés oxidatiu i la mort cel-lular per
apoptosi (205). Per tant, la implicacié d’aquest organul en el funcionament cel-lular és tant
important que la seva disfunci6 causa 1’atrofia, degeneracid i mort cel-lular en la FRDA, de la

mateixa manera com s’ha descrit també en altres malalties neurodegeneratives (205).

Els mecanismes patologics generats per la deficiéncia de frataxina i que contribueixen a la
disfuncié mitocondrial, com sén I’acumulaci6 de diposits de ferro, la deficiéncia d’enzims Fe-S,
I’estrés oxidatiu i I’apoptosi, no és manifesten en tots els tipus cel-lulars per igual sin6 que alguns
son especifics de teixit. Unicament s’han detectat tots ells en el cor. Els diposits de ferro només
s’han trobat en el cor de pacients i models de ratoli (8,135,192). La deficiéncia dels enzims amb
centres Fe-S, més estudiats i amb implicacid en I’ataxia de Friedreich, s6n els complexos de la
cadena respiratoria i I’aconitasa. D’aquests, 1’aconitasa s’ha vist alterada en el cor de pacients i
models de ratoli (16,135,192), perd els complexos de la cadena respiratoria tan sols s’han vist
alterats en el cor de ratolins MCK knock-out condicionals (135). En el sistema nervids, s’ha
detectat una reduccié de I’activitat aconitasa pero sense canvis en la cadena respiratoria dels DRG
de pacients, ratoli knock-out condicional i cél-lules iPS reprogramades a neurones (135,206,207).
L’estrés oxidatiu s’ha descrit en tots els organs i cél-lules dels models FRDA (32,64,70,192). En
canvi, I’apoptosi unicament s ha vist en teixits especifics de models de ratoli i particularment en
cel-lules B-pancreatiques i el sistema nervios (32,70,129). Aquesta mort cel-lular normalment ve
precedida per una degeneracio cel-lular previa. La cél-lula es col-lapsa a nivell funcional en un
estat d’estres oxidatiu elevat, de manera que s’activen senyals d’apoptosi per desenvolupar la
mort programada. Tot i que existeix certa controversia sobre si té lloc 1’apoptosi en la malaltia,
alguns estudis a partir de mostres de pacients FRDA han vist reduccid de les neurones

propioceptives dels DRG (34,49) i també de les illes de cel-lules B del pancreas (32).

11. Models experimentals de I’ataxia de Friedreich.

El desenvolupament i Gs de models experimentals per I’ataxia de Friedreich és fonamental per
entendre i caracteritzar a nivell cel-lular i molecular els mecanismes fisiopatologics implicats en
la malaltia causats per la deficiéncia de frataxina, i molt importantment, per poder avaluar
I’eficacia de terapies per tractar la patologia. Els tractaments que es desenvolupen, han d’haver-
se testat préviament en models cel-lulars o animals per comprovar-ne I’eficiéncia i la seguretat, i

per poder ser aprovats com a terapies potencials per als pacients.

L’alta conservacio de la proteina frataxina en 1’evolucid, ha permés utilitzar i desenvolupar un
ampli rang d’organismes diferents com a model d’ataxia de Friedreich que van des de models

unicel-lulars fins a organismes pluricel-lulars, i inclds linies cel-lulars obtingudes directament
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dels pacients. Aquests han servit per investigar caracteristiques concretes relacionades amb la
malaltia, pero actualment, cap dels models desenvolupats per 1’ataxia de Friedreich ha aconseguit
reproduir, en la seva totalitat, els mecanismes cel-lulars afectats i els simptomes fisiopatologics
de la malaltia.

11.1. Models de llevat.

Els llevats s6n organismes eucariotes unicel-lulars ampliament utilitzats i caracteritzats com a
models ja no sols per I’ataxia de Friedreich, sin6 per d’altres malalties o altres aspectes donada la

seva facilitat de manipulacio en cultiu in vitro i a nivell genétic.

En el llevat Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisae) es va trobar un gen homoleg al gen huma
FXN, que es va anomenar Yfhl (de I’anglés yeast frataxin homologue 1) que codificava per una
proteina homologa a la frataxina (Yfh1) que tenia localitzacié mitocondrial. Per tal de determinar
I’efecte de la manca d’aquesta proteina en el llevat a nivell cel-lular, se’n va extreure el gen Yfhl
(Aythl), i es va observar que la falta de la proteina alterava la homeostasi del ferro mitjancant
I’acumulacié de ferro en I’interior de la mitocondria, juntament amb una sobreexpressio de les
proteines relacionades amb el transport de ferro Ftrl i Fet3, estrés oxidatiu i acumulacié
d’espécies reactives d’oxigen, la reduccié d’activitat d’enzims Fe-S i la reducci6 de la funcid

respiratoria degut al descens d’activitat del citocrom ¢ oxidasa (133,208-214).

L’expressio de frataxina humana en un model knock-out de la proteina frataxina de llevat (Ayth1)
va demostrar que restablia I’homeostasi del ferro i el dany oxidatiu associat a la manca de Yfthl,
i que per tant, ambdds proteines frataxina realitzaven una funcié similar en cadascun dels
organismes (210,215).

La generacio d’un model de llevat knock-out condicional, en el qual es va induir la deplecié de
frataxina modificant el promotor endogen amb un del gen Yfhl amb un promotor TetO i
mitjangant 1’addici6 de doxiciclina en el medi de cultiu, va permetre realitzar un estudi temporal
de la deficiencia de frataxina, en que es va determinar 1’ordre d’inici de la patologia. En estadis
inicials de la deplecio de frataxina en el llevat, el primer que apareix és I’acumulaci6 de ferro en
la mitocondria. Posteriorment, I’estrés oxidatiu caracteritzat per la reduccié de I’activitat de
I’enzim superoxid dismutasa i I’increment de la formacio6 de proteines carbonilades, i Seguidament
la reduccid dels nivells i ’activitat de 1’aconitasa o proteines Fe-S, cosa que va suggerir que es
tractava d’un efecte secundari de ’acumulacié de ferro. Finalment, com a consequéncia de la
deficiencia dels enzims Fe-S, la mesura de la taxa del consum d’oxigen va indicar que els nivells
i activitat dels complexos I, II, IIT de la cadena respiratoria d’electrons, dependents d’aquestes
proteines Fe-S, comencen a decréixer unicament després de I’acumulacié de ferro mitocondrial

(188,216).
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La majoria d’estudis amb llevats s’han fet amb S. cerevisiae, pero tamb¢ s’ha utilitzat el model
de llevat Schizosaccharomyces pombe, on eliminant I’homoleg de frataxina pfhl s’ha trobat els
mateixos efectes que en S. cerevisiae (217). Interessantment, en un altre model S. pombe I’alta
sobreexpressio de I’homoleg frataxina pfh1 va demostrar tenir efectes adversos pel llevat, amb la
inhibicio del creixement, afectacio de la integritat de la membrana mitocondrial i alteracio de la
respiracio cel-lular. Malgrat aixo, els nivells de les defenses antioxidants i I’activitat dels enzims
Fe-S es va veure incrementada, suggerint que la frataxina regula 1’eficiéncia de la biosintesi dels

centres Fe-S (218).

11.2. Models cel-lulars.

Com a models cel-lulars humans de I’ataxia de Friedreich s’han utilitzat principalment cultius
primaris de cél-lules de pacients amb ataxia de Friedreich, o linies cel-lulars immortalitzades a

les quals se’ls ha induit la deficiéncia de frataxina.

Els cultius primaris de pacients més ampliament utilitzats son els fibroblasts de la pell o els
limfocits perqué son cél-lules accessibles, de facil extraccid, sense causar dany o posar en perill
al pacient. En el cas de I’ataxia de Friedreich aquestes cel-lules contenen la mutacio amb
I’expansié en homozigosi de les repeticions GAA en I’intr6 1 del gen FXN, tenen el locus complet
del gen incloent les propies sequiencies reguladores, i presenten nivells deficients de la proteina
frataxina. Malgrat aix0, tant els fibroblasts com els limfocits no son els tipus cel-lulars més
afectats en la malaltia i per tant no mostren un fenotip patologic complet de la malaltia, mancant
per exemple I’increment de ferro en la mitocondria que si s’observa en altres models (16,219). Es
per aixo que s’han utilitzat principalment per caracteritzar la regulacié del gen FXN en la malaltia
determinant les causes del silenciament transcripcional degut a la mutacid, per avaluar tractaments
que indueixin I’expressié de frataxina com inhibidors d’histones deacetilases que actuen de
moduladors de 1’heterocromatina (220-222), i per trobar biomarcadors de la malaltia (223,224).
Pero també s’han utilitzat per avaluar les conseqiiencies patologiques del deficit de la proteina
frataxina com I’afectacio del citoesquelet (225), del metabolisme energétic (226,227), i un
increment de I’estrés oxidatiu que altera la viabilitat cel-lular i per tant també son adequades per
provar tractaments amb antioxidants (196,199,219,228-233). Idealment, les cel-lules de pacients
més interesants per estudiar serien les neurones, els cardiomiocits o les cél-lules B-pancreatiques,
perd malauradament sén menys inaccessibles. Per aquest motiu, posteriorment s’han generat
cel-lules mare pluripotents induides (iPSCs), obtingudes a partir de la reprogramacié de cel-lules
somatiques de pacients FRDA com fibroblasts. Aquestes cel-lules mantenen la mutaci6é de
I’expansié GAA en el gen FXN, tenen deficiencia dels nivells d’ARNm i proteina frataxina, i
poden diferenciar-se a altres tipus cel-lulars com neurones o cél-lules cardiaques tenint un model

amb una patologia més similar a la malaltia. Les iPSC de FRDA diferenciades mostren disfuncié
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mitocondrial i disminucié del potencial de membrana (206,234,235). S’han utilitzat per estudiar
les consequeéncies de la deficiéncia de frataxina i per avaluar tractaments en cultiu in vitro (236—
240). Malgrat tot, tampoc mostren exactament la patologia descrita en els pacients FRDA, ja que
no exhibeixen déficits en les activitats dels enzims Fe-S.

Com a model cel-lular FRDA s’han utilitzat cél-lules que no deriven de pacients, sind que soén
linies cel-lulars immortalitzades a les que se’ls ha induit la deficiéncia de frataxina utilitzant
ARNs d’interferéncia o ribozims. S’han utilitzat HeLa, T-Rex-293, oligodendroglioma o
neuroblastoma entre d’altres. Tot i ser models cel-lulars humans i algun d’ells neurones, on la
majoria mostren defectes en I’activitat aconitasa, tenen acumulacio de ferro, mort apoptotica,
alteracié del metabolisme del calci, entre altres, tenen 1’inconvenient que sén cel-lules
immortalitzades, molt diferents a les cél-lules afectes dels pacients, i per tant presenten canvis
genétics que poden alterar-ne el fenotip i no mimetitzar correctament les caracteristiques de la
malaltia. A més, la diversitat dels ARNsh d’interferéncia utilitzats tenen una estabilitat i capacitat
per inhibir I’expressi6 de frataxina diferents causant diferents graus de patologia, dificultant la
reproductibilitat entre estudis (48,241-245).

També s’ha utilitzat cultius primaris de cél-lules provinents de teixits d’individus sans, on
I’afectacio patologica és més severa, com neurones, cardiomiocits o cél-lules pancreatiques a les
quals se’ls hi ha silenciat I’expressio de frataxina mitjangant 1’as d’ARN d’interferéncia (ARNi)
per mimetitzar la malaltia. En cultius primaris de DRG es va demostrar que el silenciament de
frataxina disminueix el potencial de membrana, altera I’homeostasi del calci i causa degeneracio
de les neurites i mort per apoptosi (246). En cultius primaris de cardiomiocits deficients en
frataxina es va mostra sensibilitat elevada al dany oxidatiu juntament amb la sobreexpressid
d’enzims antioxidants, una xarxa mitocondrial desorganitzada i la presencia de gotes lipidiques.
Tot i aix0, no van evidenciar alteracions en els nivells de ferro ni en les proteines relacionades
Fe-S (194). Altrament, s’han utilitzat altres models de cultius primaris de neurones corticals,
astrocits 1 cél-lules P-pancreatiques on s’ha silenciat I’expressio de frataxina amb ARNSs

d’interferéncia per estudiar els efectes de la deficiéncia de frataxina (247—249).

En els darrers anys, s’han utilitzat tecniques TALEN (nucleases efectores de tipus activador de la
transcripcié) i CRISPR (repeticions palindromiques curtes agrupades i regularment
interespaiades) per editar el genoma especificament i incrementar I’expressio de la proteina
frataxina de linies cel-lulars. En cél-lules HEK293 knock-out pel gen endogen de frataxina, es va
integrar el gen frataxina induit per tetraciclina mitjancant TALEN i CRISPR, per aixi regular

I’expressio de frataxina en el temps (250).
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11.3. Models invertebrats.

El nematode Caenorhabditis elegants (C. elegans) s’ha utilitzat ampliament com a model per
moltes malalties principalment per la seva facilitat de manipulacié genética. Per I’ataxia de
Friedreich, al C. elegans se li va silenciar ’expressio de frataxina utilitzant ARNi i es va observar
una major sensibilitat a I’estrés oxidatiu i alteracid en la respiracio que afectava al temps de vida
dels cucs (251,252). Utilitzant aquest model, s’ha proposat que la frataxina té un paper en la
cadena transportadora d’electrons de la mitocondria (253), i que la deficiéncia de frataxina

indueix autofagia en resposta a la disfuncié mitocondrial (254,255).

La mosca del vinagre Drosophila melanogaster també s’ha utilitzat ampliament com a model
invertebrat pels seus avantatges com la facilitat de manipulacié genetica, manté processos
bioldgics conservats amb els humans, el seu manteniment és senzill i econdmic, i perque tenen
un cicle de vida curt, i per tant de reproduccié molt rapida podent obtenir facilment una gran
guantitat de mosques model en poc temps. Malgrat que és un animal molt distanciat evolutivament
dels humans, conté el gen homoleg de la frataxina (fh), tot i que més simple, amb Unicament dos
exons separats per un intrd (256). Com a model d’ataxia de Friedreich s’ha utilitzat principalment
per estudiar la funci6 de la frataxina, els mecanismes patologics, I’avaluacié de terapies i estudis
de sobreexpressio de frataxina (257). Inicialment, es va silenciar I’expressio del gen endogen th
utilitzant ARN d’interferéncia a nivells molt baixos d’expressié afectant severament la mitjana
de vida de les mosques (258). Posteriorment, per tal de tenir una representacié més similar de la
malaltia, es va reduir I’expressio de fh a un ter¢ del total o bé tinicament en teixits determinats,
sense afectar la mitjana de vida de les mosques permeten el seu desenvolupament a fase adulta
(185,259-266). Diversos estudis de sobreexpressio de frataxina han demostrat toxicitat en models
de drosofila (185,267-269). La drosofila també s’ha utilitzat com a model per caracteritzar la
cardiomiopatia de la FRDA i avaluar tractaments relacionats. La deficiencia de frataxina en les
mosques s’ha vist que altera la funcié sistolica i la dilatacié cardiaca de manera similar als
pacients. Un estudi que utilitza el compost blau de metile, que actua en la cadena transportadora
d’electrons de les mitocondries, millora la disfuncié cardiaca (265). La deficiéncia de frataxina
en motoneurones de larves ha demostrat una reduccio del potencial de membrana mitocondrial i
defectes en el transport axonal dels mitocondris (262). L’homeostasi del ferro també s’ha vist
alterada, amb acumulacions de ferro en la mitocondria, alteracio dels enzims Fe-S, una disminucié
en la producciéo d’ATP i increment de sintesi d’esfingolipids, activant les vies de Pdk1 i Mef2,
que s’ha demostrat que indueixen neurodegeneracio en mamifers (185,260,263,270). El
tractament amb quelants de ferro com deferiprona i deferoxamina milloren el procés transitori de
larva a crisalide, la funcié motora i la vida mitja de les mosques deficients en frataxina (263,266).

Els tractaments amb antioxidants com la idebenona han mostrat tenir efectes beneficiosos, aixi
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com la rapamicina, inhibidor del complex TORC1, que millora la coordinacié motora i la vida
mitjana de les mosques (258-260,263-265,271).

11.4. Models de ratoli.

El ratoli és un dels models animals experimentals més utilitzat perque sén mamifers,
evolutivament més proxims als humans, anatdmicament semblants, comparteixen tipus cel-lulars,
tenen molta similitud a nivell de genoma, proteoma, i realitzen les mateixes funcions bioldgiques
i moleculars en les cel-lules. La seva petita mida i cicle de reproduccio curt han fet que siguin
facils de manipular, criar i obtenir un nimero adequat per poder realitzar estudis experimentals.
Per ’ataxia de Friedreich son diversos els models de ratoli que s’han desenvolupat, tots amb
I’objectiu de mimetitzar els efectes fenotipics de la patologia humana, pero malauradament, fins
la data no s’ha aconseguit generar cap model que reprodueixi conjuntament tots els simptomes
patologics, en cadascun dels teixits, ni que tingui la progressié ni afectacio fenotipica que tenen

els pacients d’ataxia de Friedreich.

En els ratolins, el gen de la frataxina de ratoli (Fxn) es troba en el cromosoma 19 i codifica per
una proteina frataxina de 207 aminoacids, de mida similar a la frataxina humana i amb una
identitat del 73% respecte aquesta. A més, la frataxina de ratoli també conté la regié N-terminal
que la dirigeix a la mitocondria (132). En el ratoli adult, I’expressio d’ARNm de frataxina s’ha
detectat al cor, fetge, miscul esquelétic, medul-la espinal, ganglis de 1’arrel dorsal, rony6, melsa,
timus, teixit adipos, pell; i menor expressio en cervell, pulmons. Del sistema nerviés on més
expressio s’ha detectat és en la medul-la espinal i els ganglis de I’arrel dorsal (132). Per tant, el

ratoli té una distribucié de frataxina similar als humans.

El primer model de ratoli FRDA que es va crear va ser el ratoli knock-out pel gen endogen Fxn
(Fxn”) en el qual la deleci6 de frataxina és completa. Aquest ratoli presentava letalitat
embrionaria, concretament en el dia E6.5, demostrant el paper essencial que exerceix la frataxina
en el desenvolupament embrionari (129). Per evitar la mort embrionaria es van generar models
knock-out condicionals especifics de teixit amb el sistema de recombinacié Cre-LoxP. Amb
aquest sistema, es va flanquejar I’ex6 4 del gen endogen de frataxina del ratoli amb seqtiéncies
LoxP, per a que la recombinasa Cre reconegui aquestes sequéncies i interrompi el gen Fxn
Unicament en aquelles cel-lules que 1’expressin, i per tant elimini completament 1’expressio de
frataxina, esdevenint knock-out. L’expressi6 de la recombinasa Cre va ser regulada pels
promotors especifics de la creatina quinasa de muscul (MCK) i de I’enolasa especifica de
neurones (NSE), obtenint dos models de ratoli, que soén condicionals perqué s’elimina per complet
I’expressi6é de frataxina, Unicament en aquelles cél-lules on s’expressi MCK i NSE. Es van

utilitzar aquests promotors perqué es volia obtenir dos models viables de ratoli que reproduissin
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la cardiomiopatia i la neurodegeneracié causant de I’ataxia, ambdos principals simptomes
patologics de la malaltia. EI model MCK, que conté el promotor creatina quinasa de muscul
(MCK), especific de muscul estriat, és knock-out per la frataxina principalment en les cél-lules
cardiaques i muscul esquelétic i per tant permet ’estudi de la cardiomiopatia; i el model NSE,
amb promotor de I’enolasa especifica de neurones (NSE), especific neuronal, permet estudiar la
neurodegeneracio del sistema nervios (135). El ratoli MCK presenta hipertrofia cardiaca i diposits
de ferro a partir de les 7 setmanes d’edat. El ratoli NSE té un fenotip patologic molt agressiu que
afecta la durada de vida a aproximadament de 24 dies, té absencia de frataxina en teixits neuronals
i també en cor i fetge, manifesta atrofia progressiva espinocerebral i sensorial, pero conté regions
atrofiades del sistema nervids central que no es troben afectades en pacients humans com lesions
espongiformes al cortex. Ambdds models reprodueixen les caracteristiques fisiopatologiques i
bioquimiques més importants de la malaltia humana, que sén la hipertrofia cardiaca i I’ataxia
progressiva amb pérdua de la propiocepcio, respectivament; i deficiéncia de les activitats de
proteines de la cadena respiratoria d’electrons i aconitasa. Malgrat aixo, presenten inconvenients
com l'excessiva severitat fenotipica i la preséncia de signes no especifics de la FRDA, sobretot en
el model neuronal NSE, degut a que els promotors no son suficientment especifics i a que es
suprimeix I’expressio de frataxina, de manera prematura, en altres cél-lules i teixits on en humans
no hi ha afectacié (135).

Per a aconseguir un bon model en sistema nerviés es va generar un nou ratoli KO condicional
mitjancant el sistema de recombinaci6 Cre-loxP amb el promotor de la proteina prionica de ratoli
(PRP) i induible amb tamoxife. Es van obtenir dues linies de ratolins anomenades Br (cervell) i
Cb (cerebel), ambdds amb una expressio reduida de frataxina en el cerebel, perd Gnicament el
model Br presentava una disminuci6 de la frataxina en la medul-la espinal i el cervell. Aquest
model mostrava ataxia sensitiva i cerebel-losa, amb pérdua de la propiocepci¢ i autofagia en les
neurones sensorials grans dels DRG a les 10 setmanes d’edat. En canvi, no mostrava defectes

motors i inconvenientment també presentava signes no caracteristics de la FRDA (272).

Donat que alguns pacients amb ataxia de Friedreich poden desenvolupar diabetis, es van generar
models condicionals de ratoli per suprimir la frataxina endogena especificament en cél-lules -
pancreatiques. Es va utilitzar també el sistema recombinasa Cre-LoxP, on la recombinasa Cre
estava regulada sota el control del promotor 2 d’insulina de rata (Ins2). El resultat va ser un ratoli
amb intolerancia a la glucosa a partir de les 6 setmanes, que progressa fins desenvolupar diabetis
mellitus degut a la pérdua de cel-lules B-pancreatiques. Es va detectar també alts nivells d’espécies

reactives d’oxigen en els illots pancreatics i1 increment de 1’apoptosi (70).

Es va generar un model de ratoli condicional especific per suprimir I’expressio de frataxina en el
fetge, perqué malgrat no estar afectat en 1’ataxia de Friedreich, és un organ important en

I’homeostasi del ferro, i d’aquesta manera se’n pot estudiar les alteracions causades per la
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deficiéncia de frataxina. En aquest cas, es va utilitzar el promotor de 1’albumina per expressar la
recombinasa Cre. El ratoli que es va obtenir presentava acumulacio de greix al fetge a les 4
setmanes d’edat, concretament de gotes lipidiques en 1’interior dels hepatocits, amb alteracions
mitocondrials, defectes d’enzims Fe-S i la majoria morien aproximadament a les 8 setmanes
d’edat (273).

Donat que I’eliminacio total de frataxina especificament en els teixits que estan afectes en 1’ataxia
de Friedreich en ratolins no reprodueixen correctament la patologia, es van desenvolupar models
introduint les expansions patologiques GAA en ’intré 1 del gen endogen Fxn dels ratolins per a
tots els teixits amb 1’objectiu que crear el mateix efecte que en els pacients FRDA, és a dir,
aconseguir una deficiéncia de la proteina frataxina de ratoli mitjancant el silenciament génic i aixi
obtenir ratolins que manifestin un fenotip patologic similar als humans. Es va generar el model
de ratoli KIKI fent un knock-in de I’expansi6 trinucleotida GAA, concretament, introduint en
homozigosi 230 repeticions patologiques GAA en l'intr6 1 del gen endogen muri de Fxn
(FXnZ0GAAI230GAA) - Aquest model presentava uns nivells d’expressi6 de frataxina entre 66-83%
respecte els nivells endogens d’un ratoli salvatge WT, molt elevats si es comparen amb els nivells
gue expressen els pacients FRDA (274). Posteriorment, aquest ratoli KIKI es va creuar amb un
ratoli heterozigot pel knock-out del gen endogen Fxn, per generar un model de ratoli KIKO, amb
un al-lel del gen Fxn muri amb I’expansio de 230 repeticions GAA i I’altre al-lel knock-out, amb
el gen interromput i per tant sense possibilitat d’expressar-se. D’aquesta manera, es va obtenir un
model que expressava uns nivells de frataxina molt més baixos, entre 25-36% respecte els nivells
endogens d’un ratoli salvatge WT. Malgrat aix0, inicialment no es va detectar afectacio fenotipica
ni a nivell neurologic ni cardiac, sense alteracions en la coordinacié motora ni el metabolisme del
ferro (274). En estudis posteriors, es van detectar canvis en el perfil d’expressio génica en la
medul-la espinal, alteracions en la via del receptor activador de la proliferacié de peroxisomes
(PPAR-y) que regula el metabolisme lipidic en el cor i muscul esquelétic (226,275), deficits en la
biogénesi mitocondrial i disminuci6 de les activitats i els nivells dels complexos de la cadena
respiratoria en el cerebel en estadis precocos de desenvolupament (276). Recentment, utilitzant
nous tests de neurocomportament especifics s’ha detectat un fenotip ataxic, pérdua sensorial

periférica, i disminucio de la forga i resisténcia muscular a partir dels 8 mesos d’edat (277).

Els ratolins tenen els introns del gen Fxn menys conservats respecte els humans que els exons
perqué no codifiquen per la sintesi de proteines, i per tant han rebut menys pressié evolutiva.
L’inconvenient que existeix per aquests models knock-in és que I’intro1 del gen de frataxina de
ratoli no conté repeticions GAA perque aquestes es troben dins d’una sequencia Alu en el gen
huma, que evolutivament va aparéixer a partir dels primats. Per tant, la inclusié d’una expansio
de repeticions GAA en I’intré 1 del gen Fxn no sé sap quin efecte té en el context genomic, de

regulacié i expressio del gen frataxina i en el conjunt cel-lular.
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Tenint en compte aquesta aproximacio es van generar models de ratoli transgénics humanitzats
YG81 YG22, en els quals se’ls hi va introduir mitjancant un cromosoma artificial de llevat (YAC)
el gen complet de FXN huma amb les expansions patologiques GAA (278,279). El ratoli
transgénic YG8 conté dues copies en tandem del gen FXN huma, ambdues amb expansions
patologiques del trinucleotid GAA, concretament de 90 i 190 repeticions. El ratoli YG22 conté
una unica copia del gen FXN huma amb 190 repeticions GAA. Aquests ratolins es van anar
creuant amb ratolins heterozigots knock-out pel gen endogen de ratoli Fxn fins obtenir ratolins
knock-out homozigots pel gen endogen Fxn, que eren embriologicament letals, rescatats amb el
gen FXN huma amb I’expansio patologica GAA. El gen FXN huma, tot i contenir la mutacio
patologica, produeix suficient frataxina humana, permetent el desenvolupament embrionari i
obtenint el model de ratoli transgénic YG8R i YG22R (R de rescatat), a partir dels ratolins YG8
i YG22 (192). Per tal de poder comparar aquests models de ratolins, es va generar un ratoli
transgénic control que és knock-out pel gen endogen Fxn muri i conté el gen huma FXN amb 9
repeticions GAA no patologiques. En les linies YG8R i YG22R s’ha vist que I’expansié GAA
produeix el mateix efecte de silenciament génic i inhibicié de la transcripcio que en els pacients
FRDA, mostrant nivells de frataxina més baixos en alguns teixits. Aquests ratolins tenen un
fenotip patoldgic progressiu semblant als pacients amb ataxia de Friedreich perd lleu,
caracteritzats per ataxia, defectes locomotors, degeneracié moderada de les neurones sensitives
dels ganglis de I’arrel dorsal, alteracions bioquimiques i lleugers signes d’estrés oxidatiu, essent

més sever en el model YG8R que el YG22R (192).

Actualment, el ratoli YG8R és el model FRDA que millor mimetitza 1’ataxia de Friedreich
malgrat mostrar una patologia moderada, és el més ben caracteritzat i el més utilitzat en estudis
preclinics i funcionals. Per aquest motiu, és el model que s’ha escollit per a realitzar aquest estudi
i avaluar I’eficiéncia de la terapia génica amb vectors adenoassociats. EI model es detalla més

ampliament en 1’apartat O.

Possiblement, el fenotip patologic moderat d’aquests ratolins sigui degut a que el nimero de
repeticions no sigui prou gran, silenciant poc el gen FXN i en conseqiiéncia tenint una deficiéncia
no prou severa de la proteina frataxina. En humans s’ha descrit la correlacio de que pacients amb
més repeticions GAA tenen un fenotip patologic molt més sever (280). Es per aquest motiu que
mitjancant el creuament continuat de la linia YG8R entre si, es va generar el model de ratoli
transgénic YG8sR (s, de single), que és knock-out pel gen Fxn endogen muri i transgénic amb
una unica copia del gen FXN huma amb 1’expansié patologica de 230 repeticions GAA. El
creuament successiu entre ratolins YG8R ha fet que es perdés la copia del gen FXN amb les
repeticions curtes, i donada la inestabilitat intergeneracional de les repeticions GAA, es va
aconseguir incrementar el nimero de repeticions de 190 a 230. Aquest model de ratoli va

demostrar tenir menys expressié de frataxina, i un fenotip patologic progressiu moderat similar a
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la FRDA, perd més sever que el ratoli YG8R (281). Malauradament, la severitat del fenotip, tot i
incrementar una mica, segueix essent massa moderada, és per aix0 que actualment, per tal
d’incrementar aquesta severitat patologica s’esta desenvolupant el mateix tipus de ratolins amb

un nimero més elevat de repeticions GAA.

A partir dels ratolins YG8R, es va generar un model de FRDA knock-down induible i sistemic
que controla I’expressio de frataxina permetent realitzar un estudi temporal i estudiar els efectes
de la reversio de frataxina. Concretament, es va aconseguir reduir 1’expressio de frataxina en els
ratolins YG8R mitjancant la introduccié d’un transgén que conté un ARNsh que s’expressa en
preséncia de doxiciclina, i que sintetitza un ARN d’interferéncia especificament dirigit contra
I’ARNm de frataxina, evitant la sintesi de proteina. Com a conseqiiéncia s’obté un ratoli, que
malgrat tenir una mitjana de vida Ginicament d’unes 25 setmanes, i per tant precog, manifesta un
fenotip similar als pacients FRDA, caracteritzat per déficits motors, degeneracié dels DRG,
cardiomiopatia progressiva amb acumulacié de diposits de ferro, alteracions en 1’organitzacio

dels sarcomers i mitocondries amb morfologia anormal (282).

Recentment, s’ha generat un model de ratoli knock-out condicional Pvalb Fxn-cKo que té un al-lel
knock-out del gen endogen Fxn de ratoli i I’altre al-lel conté sequiéncies LoxP flanquejant I’ex6 2
del gen Fxn en totes les cel-lules. A més té un al-lel knock-in que expressa la recombinasa Cre
quan s’expressa la parvalbumina (Pvalb-Cre). Per tant el ratoli Pvalb Fxn-cKo té un genotip
heterozigot compost pel gen frataxina endogen i heterozigot per 1’al-lel knock-in amb Pvalb-Cre.
En aquest model de ratoli, les cél-lules que expressen parvalbdmina, principalment neurones,
interneurones del cervell, neurones sensitives propioceptives i aferents dels ganglis de I’arrel
dorsal, cél-lules Purkinje del cerebel i nucli dentat, sintetitzen la proteina recombinasa Cre, que
reconeix els llocs loxP que flanquegen 1’ex6 2, interferint el gen Fxn i impedint la sintesi de la
proteina frataxina en aquestes neurones. Per tant, aquelles cél-lules que expressen parvalbimina
son completament knock-out per la frataxina. El resultat és un model de ratoli amb un fenotip
precog i sever de la malaltia que apareix aproximadament a les 9-10 setmanes d’edat i que esta
caracteritzat per una ataxia sensitiva progressiva, neuropatia amb pérdua del reflex sensorimotor
H, defectes en les neurones propioceptives i que té una mort prematura aproximadament a les 20
setmanes d’edat deguda a episodis epiléptics (283). Tot i mostrar caracteristiques patologiques
tipiques de 1’ataxia de Friedreich, sobretot a nivell sensitiu, en les neurones dels DRG i el nucli
dentat del cerebel, és un model amb una patologia molt agressiva de rapida progressio, que també

té afectacio en el cervell, i que per tant, no mimetitza correctament la malaltia.
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11.4.1. Model de ratoli YG8R.

En aquest estudi en que es vol avaluar un tractament amb terapia génica basada en vectors virals
adenoassociats per a ’ataxia de Friedreich a nivell preclinic, s’ha escollit com a model animal
experimental el ratoli transgénic hemizigot YG8R (YG8R Tg/-) (192). Aquest ratoli, tal com s’ha
explicat breument en I’apartat 11.4, a nivell genétic és knock-out per ambdds al-lels pel gen
endogen Fxn, i transgenic amb dues copies en tandem del gen huma FXN que contenen I’expansid
patologica GAA, amb 90 i 190 repeticions del triplet en 1’intr6 1 del gen. Per tant, tnicament
sintetitza proteina frataxina humana a partir del transgén (192,278). S ha vist que les repeticions
GAA tenen inestabilitat intergeneracional, somatica i depenent d’edat, per tant el nimero de
repeticions GAA pot variar en la descendéncia, en funcio de I’edat i del teixit, essent superior en
el sistema nervids central, i particularment en el cerebel, de manera similar a ’ataxia de Friedreich
(284). S’ha descrit que I’expansi6 patologica GAA en cél-lules del cervell, cerebel i cor de ratolins
YG8R causa canvis epigenétics en el gen FXN similars als pacients, caracteritzats per un
increment de la metilacio de I’ADN en les illes CpG i modificacions d’histona en regions

flanquejants de les repeticions GAA (285).

El ratoli en general presenta un fenotip patologic progressiu perd lleu. A nivell neurologic té
deficits de coordinacié motors aproximadament a partir dels 4-6 mesos d’edat, juntament amb
una reduccié progressiva de 1’activitat locomotora i de la forga muscular. S’ha detectat
I’increment de diposits de lipofuscina, com a resultat de 1’estrés oxidatiu, i grans vacuoles en les
neurones dels ganglis de I’arrel dorsal sobretot a nivell lumbar a partir dels 9 mesos d’edat, i a
nivell cervical després dels 12 mesos d’edat. Les arrels lumbars presenten desmielinitzaci6 dels
axons grans. Als 12 mesos d’edat s’ha detectat acumulaci6 de ferro en els cardiomiocits com a
caracteristica comuna de la cardiomiopatia present en els pacients amb FRDA. Manifesten
increment de pes, intolerancia a la glucosa i hipersensibilitat a la insulina. A nivell bioquimic,
tenen reduccid en ’activitat de I’enzim aconitasa i els complexos de la cadena transportadora
d’electrons en alguns teixits a partir dels 6 mesos d’edat, i estrés oxidatiu en cervell, cerebel, cor
i muscul esquelétic (192,281,286,287). Estudis posteriors han demostrat I’aparicio dels déficits
de coordinacidé motora aproximadament entre els 3 i 4 mesos d’edat (288,289). S’ha observat mort
neuronal retrograda que s’inicia en les arrels dorsals i les neurones dels DRG de manera similar
a la patologia humana, sense afectacio en la medul-la espinal, degeneraci6 axonal amb defectes
en la mielina per dany en les cél-lules de Schwann; senescencia dels illots de Langerhans, i
disminucio de les cel-lules B en el pancreas (289). S’ha demostrat disfuncié mitocondrial
caracteritzada per la disminucid de proteines de la cadena transportadora d’electrons i la
fosforilacio oxidativa, i deficiéncia d’enzims antioxidants en els DRG (290). A més, neurones
extretes dels ratolins van mostrar desregulacié mitocondrial causada per la reduccié del potencial

de membrana mitocondrial degut a la inhibici6 del complex | de la cadena respiratoria, provocant
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la generacid d’espécies reactives d’oxigen i I’increment de la peroxidacio lipidica (63). En un
altre estudi es va detectar vacuolitzacié en les neurones dels DRG, disminucié del nimero de
neurones grans de la columna de Clarke de la medul-la espinal, i alteracié de la mida de les
neurones grans del nucli dentat del cerebel (288) (Taula 4). Possiblement, la severitat moderada
d’aquest model de ratoli sigui deguda a que el numero de repeticions GAA que conté, de 901 190,
sigui baix comparat amb el que poden arribar a tenir els pacients amb FRDA. Si bé s ha descrit
que aquest nimero de repeticions GAA son suficients per causar la malaltia en humans, també
s’ha descrit que el nimero de repeticions GAA correlaciona amb la severitat i evolucio de la
malaltia en els pacients. De manera que com mes repeticions GAA es tingui més sever sera el
fenotip patologic (27,31,66,94-96).

Fins la data aquest model de ratoli s’ha utilitzat per estudiar els aspectes genétics de la malaltia
com la inestabilitat de les repeticions GAA (278), el silenciament génic induit per 1’expansid
(291), i s’han provat la terapia genica utilitzant la tecnologia CRISPR-Cas9 per eliminar
I’expansio de les repeticions GAA i restablir ’activitat transcripcional i els nivells de proteina

frataxina (292).

La descendéncia del creuament entre ratolins transgénics hemizigots YG8R podria donar lloc a
ratolins amb tres genotips diferents, tots ells en un fons genétic knock-out pel gen endogen muri
Fxn i que es diferencien en funci6 del namero de copies del transgén que hereten. Per tant, es
poden obtenir ratolins homozigots (Tg/Tg) amb dues copies del transgen huma, és a dir 4 copies
del gen de FXN huma; i ratolins hemizigots (Tg/-) amb una sola copia del transgén huma i per
tant amb 2 copies del gen huma de frataxina. Un altre genotip que és podria generar no tindria el
casset transgenic, pero l'abséncia de frataxina no permet el desenvolupament embrionari del ratoli,

i per tant no neix.

Tot i considerar-se un model deficient en frataxina, en diversos estudis s’han detectat nivells
elevats de frataxina humana, sobretot en teixits del sistema nerviés, que arriben a ser inclds
superiors als nivells del ratolins WT (287,289). La rad de perque malgrat tenir aquests nivells els
ratolins YG8R hemizigots mostren la patologia no esta clara. Podria ser degut a una ineficiéncia
funcional de la frataxina humana en les cél-lules de ratoli a causa de les variacions que s’han
determinat en la seqiiéncia de la forma madura respecte la frataxina de ratoli. També s’ha suggerit
que el perfil d’expressio del transgén huma podria estar regulat per diferents factors i de manera
independent a la frataxina endogena murina depenent del tipus cel-lular (287). Malgrat aixo, hi
ha estudis que han demostrat que els ratolins YG8R homozigots pel transgén, produeixen
practicament el doble de frataxina humana que els ratolins hemizigots i mostren un fenotip i una
patologia menys afecta, similars als WT (200,289). De manera que un tractament que incrementi

els nivells d’expressi6 de frataxina humana en els ratolins YG8R hemizigots, podria
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potencialment millorar les caracteristiques fenotipiques i patologiques de I’ataxia de Friedreich

que té aquest model.

Fenotip YGS8R (Edat d’aparicio o deteccio)
N° copies del gen FXN 2

Repeticions GAA 90 + 190
Descoordinacié motora 3-6 mesos

Reduccio6 de I’activitat locomotora 4-5 mesos

Alteracié de la marxa 9-12 mesos
Disminucié de ’equilibri i ’estabilitat A partir d’entre 6-9 mesos
Neuropatia sensitiva 9-20 mesos

Reducci6 de la forgca muscular A partir dels 7 mesos Progressiva
Neurodegeneracié de les neurones dels DRG 9-12 mesos

Reduccié de neurones en la columna de Clarke de la medul-la espinal 9 mesos
Neuropatologia en el nucli dentat del cerebel 9 mesos

Morfologia axonal anormal i desmielinitzacio 20 - 24 mesos
Cromatolisis i diposits de lipofuscina en els DRG 20 mesos
Morfologia anormal de les fibres del miocardi 20 mesos
Acumulacié de diposits de ferro 20 mesos

Increment de pes Si

Intolerancia a la glucosa Als 12 mesos d’edat
Disminucié de cél-lules B-pancreatiques 24 mesos

Funcié mitocondrial Reduida (~75% en cor als 6 mesos)
Activitat aconitasa Reduida (66% en cor als 6 mesos)
Estreés oxidatiu 6-9 mesos

Taula 4. Resum de les caracteristiques patologiques descrites del model de ratoli transgenic hemizigot
YG8R (192,287-289).

12. Aproximacions terapéutiques.

En I'actualitat no es disposa d'una terapia efectiva per tractar, aturar o revertir la progressié de tots
els signes clinics de I’ataxia de Friedreich. Si més no, alguns dels simptomes i complicacions
puntuals de la malaltia poden tractar-se per ajudar els pacients a mantenir un funcionament optim
i una millor qualitat de vida el major temps possible. Entre els tractaments de les afectacions que
es poden tractar en 1’ataxia de Friedreich és important destacar la fisioterapia o rehabilitacio, que
son utils per a perllongar I'is i funcionalitat dels bracos i cames (293,294). Els problemes
ortopedics com les deformitats dels peus i I'escoliosi poden tractar-se amb aparells correctors o
cirurgia en els casos més avancats o extrems. La diabetis, quan esta present, pot tractar-se amb
dieta i medicaments com la insulina, i alguns dels problemes del cor també poden tractar-se amb
farmacs. No obstant, no existeix cap terapia efectiva per tractar estrictament la neuropatologia, la
qual és el principal simptoma de la malaltia, que afecta de manera molt severa la qualitat de vida

i autonomia dels pacients amb ataxia de Friedreich, confinant-los a estar en cadira de rodes.

Activament s’esta investigant per trobar un tractament efectiu per curar, aturar o revertir la

progressio dels diferents simptomes de la malaltia. En I’actualitat d’alguns d’ells s’estan realitzant
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assajos clinics en humans, mentre que altres encara es troben en fase preclinica. Els principals
farmacs que actualment es troben en estudi es poden agrupar segons la diana de la malaltia que
volen abordar, com son la millora de la funcié mitocondrial i reduccié de I’estrés oxidatiu, la
modulacio de les vies metaboliques controlades per la frataxina, substituts, estabilitzadors o
potenciadors de la proteina frataxina, incrementar 1’expressio del gen FXN en els pacients, i la

terapia génica.

12.1. Millora la funcié mitocondrial i reduir 1’estrés oxidatiu.

En I’ataxia de Friedreich una de les conseqiiéncies immediates de la deficiéncia de frataxina en
les cél-lules és I’acumulaci6 de ferro en I’interior de la mitocondria, que contribueix directament
a I’aparicio de la disfuncié mitocondrial i generacio d’estrés oxidatiu. Es per aixd que s’han
utilitzat diversos compostos quelants de ferro com la deferoxamina per reduir aquesta acumulacié
en I’interior mitocondrial i aixi millora la funci6 de la mitocondria. Perd aquest compost té una
alta afinitat pel ferro, incrementant el risc de desequilibri del metabolisme del ferro cel-lular i és
incapa¢ de creuar la barrera hematoencefélica, impossibilitant el seu efecte a les neurones del
sistema nervios. D’altra banda, es va avaluar la deferiprona, amb menys afinitat pel ferro i capac
de creuar la barrera hematoencefalica. En cél-lules FRDA i assajos clinics s’ha vist que baixes
concentracions de deferiprona indueixen la sintesi de frataxina, en canvi, dosis altes produeixen
’efecte contrari a més d’altres problemes com el risc d’agranulocitosi. Unicament s’ha vist
efectes positius per tractar la cardiomiopatia relacionada amb la malaltia a baixes concentracions
de deferiprona (295-297).

Altres aproximacions terapeutiques s’han centrat en reduir [’estrés oxidatiu, utilitzant
principalment compostos amb efecte antioxidant com el coenzim Q10 o la vitamina E, utilitzats
jacom a tractament en altres tipus d’ataxies (298). La idebenona és un analeg sintétic del coenzim
Q10 amb el qual assajos clinics han demostrat millores sobretot de la cardiomiopatia i en alguns
casos també de la neuropatologia (299-302). En canvi, assajos clinics en fase 3 amb més pacients
i més duracié no han demostrat millores significatives de la malaltia (303,304). També s’ha
combinat la idebenona amb altres compostos antioxidants com la riboflavina o quelants de ferro
com la deferiprona (305) sense resultats evidents de millora dels simptomes neurologics i
cardiacs. En I’actualitat encara hi ha controvérsia sobre I’eficacia de la idebenona en I’ataxia de
Friedreich. Sembla que es limita a corregir lleument la hiperplasia ventricular associada a la

cardiomiopatia sense millorar significativament els simptomes neurologics (306).

L’acetil-L-carnitina  (ALCAR) és un altre agent antioxidant, derivat del transportador

intracel-lular d’acids grassos L-carnitina, que s’ha investigat com a possible tractament de I’ataxia

45



INTRODUCCIO

de Friedreich. Tot i ser ben tolerat en dos assajos clinics independents, no ha demostrat ser eficient

en la millora neurologica de la malaltia (NCT01921868).

La tiamina (vitamina B1) esta involucrada en el metabolisme energetic, actuant de cofactor de
deficit s’ha demostrat que causa increment de 1’estrés oxidatiu i desordres en el sistema nervids
central i periféric (307,308), i concretament s’ha observat que els seus nivells es troben alterats
en pacients amb ataxia de Friedreich (309,310). Assajos clinics en pacients han demostrat que la
tiamina millora els simptomes neurologics, com la coordinacié motora i la disartria, i també la
cardiomiopatia en pacients FRDA (308,311).

El factor de transcripcié Nrf2 (Nuclear factor Erythroid 2-related Factor 2 o NFE2L2) manté I’
homeostasi cel-lular redox, regulant I’expressio de gens involucrats en la proteccio antioxidant
com glutatio, tioredoxina, oxigenasa hemo (HO1) i NAD(P)H deshidrogenasa (NQO1), inhibeix
la inflamacid, millora la funcié mitocondrial i bioenergética (312—314). S’ha vist que en cél-lules
de pacients amb ataxia de Friedreich i en models animals aquest factor Nrf2 es troba reduit, per
tant, una estratégia per combatre la malaltia és estabilitzar o incrementar Nrf2 per millorar la
funcié mitocondrial, reduir I’estrés oxidatiu, prevenint la peroxidacio lipidica (199,200,315,316).
El farmac omaveloxolona (RTA 408) actua com a activador del factor de transcripcid Nrf2,
permetent I’activacié dels gens de resposta antioxidant, i en conseqiiéncia protegint les cél-lules
neuronals aillades de models animals FRDA o de fibroblasts de pacients amb FRDA de I’estrés
oxidatiu (317). A més s’ha vist que incrementa la biogénesi mitocondrial, millora la funcio
mitocondrial i la produccié energética. Recentment, es va finalitzar un assaig clinic en fase 1l que
va determinar la seguretat, la farmacodinamica i I'eficacia de I'omaveloxolona (NCT02255435).

Els pacients mostraven una millora de la funcié neurologica valorada amb I’escala FARS (318).

El compost PTC-743 (anteriorment EPI-743 i A0001) o també anomenada vatiquinona pertany al
grup de les para-benzoquinones i actua com a diana d’enzims oxidoreductases que participen en
I’estrés oxidatiu, la via inflamatoria i mort cel-lular coneguda com ferroptosi, la qual s’ha vist
implicada en malalties del sistema nervids i concretament també en I’ataxia de Friedreich. PTC-
743 Incrementa la biosintesi de glutatid, que actua d’antioxidant controlant 1’estrés oxidatiu i
protegint dels alts nivells de ROS (319). En un assaig clinic en fase I1 (NCT01728064), s’ha vist
que millora significativament la funcié neurologica basada en 1’escala FARS, a llarg termini, i

també la progressio de la malaltia en pacients amb ataxia de Friedreich (315,320).

Els acids grassos poliinsaturats deuterats (lPUFAS) s’han utilitzat per contrarestar els efectes de
I’estrés oxidatiu en la FRDA. Els acids grassos poliinsaturats (PUFAS) son el major component
lipidic de les membranes, sobretot son essencials per les membranes lipidiques de les cél-lules

del sistema nervids, i particularment per la membrana mitocondrial. La deficiencia de frataxina
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causa un desequilibri en el metabolisme del ferro mitocondrial, que com a conseqliéncia genera
especies reactives d’oxigen i ferro lliure que poden iniciar 1’oxidaci6 dels lipids de la membrana,
coneguda com peroxidacio lipidica, on els PUFAs sn molt vulnerables, afectant I’estabilitat de
lamembrana i la funcié mitocondrial (63). Els dPUFAs, son acids grassos poliinsaturats sintétics,
els quals s’han modificat quimicament substituint les molécules d’hidrogen per deuteri, que és un
isotop d’hidrogen més estable. Els dPUFAs s’incorporen a les membranes mitocondrials,
estabilitzant-les, reduint els efectes de I’estrés oxidatiu i concretament la peroxidacio lipidica en
cel-lules FRDA (321). RT0O01 és un homoleg sintetic deuterat de I’etil linoleat, és a dir un dPUFA,
que s’ha provat en assajos clinics fase I/1l per I’ataxia de Friedreich (NCT02445794) amb resultats
positius en el test cardiopulmonar, millora del consum d’oxigen i una tendéncia positiva en les
escales neurologiques (322). Actualment en fase 111 (NCT04102501).

L’epicatequina és un flavonoide que prové de les catequines amb efectes antioxidants i s’ha
demostrat que millora la funcié mitocondrial en diferents models de malalties cardiaques i
neuromusculars. Un estudi en fase I, va demostrar que el compost millorava la funcié d’enzims
mitocondrials i incrementava els nivells de frataxina en plasma. S’ha realitzat un assaig clinic en

fase 1l amb pacients amb FRDA on alguns han esdevingut casos de migranya (NCT02660112).

12.2. Modulacié de les vies metaboliques controlades per la frataxina.

La leriglitazona (MIN-102) és un metabolit de la pioglitazona, de la familia de les
tiazolidinediones, que actua com agonista selectiu del receptor activador de la proliferacio de
peroxisomes gamma (PPAR-y) en el sistema nervids central a unes dosis que altres glitazones no
poden assolir, ja que és capag de creuar la barrera hematoenceféalica. S’ha vist que incrementa els
nivells d’ARNm i proteina frataxina i actua com antioxidant, antiinflamatori, amb efecte
neuroprotector, millorant els simptomes neurologics en I’ataxia de Friedreich, la funcid
mitocondrial i antioxidant, la biogénesi mitocondrial i el metabolisme energétic (323,324). Ha
rebut la designacié de medicament orfe per al tractament de la adrenoleucodistrofia lligada al
cromosoma X (X-ALD) i actualment es troba en assaig clinic fase 11/111 (NCT03231878). Per
I’ataxia de Friedreich, es va completar un assaig clinic fase | amb éxit, i actualment s’esta fent
un assaig clinic fase 2 (NCT03917225). Malgrat aixo, s’ha discutit el seu s, com el de les altres
tiazolidinediones, pels possibles efectes secundaris que pot tenir, que principalment és la retencio
d’aigua, que condueix a I’edema o inflamaci6 i incrementa el risc de problemes cardiacs, ja que
el farmac disminueix el nimero de fibres, i incrementa la biogénesi mitocondrial en el mascul
cardiac (325,326). | tot aix0, en pacients on un percentatge elevat ja té cardiomiopatia. A més, la
incidéncia de la fallada cardiaca incrementa quan es combinen les tiazolidinediones amb insulina,

ja que s’inhibeixen la ciclooxigenasa 2, induint una resposta trombotica (325,326). A part, s’ha
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associat 1’us de pioglitazona a tenir un risc mes elevat de patir cancer de bufeta respecte la
poblaci6 general (327,328).

El dimetil fumarat (DMF) és un compost que actua d’activador del factor de transcripcié Nrf2
millorant els déficits bioquimics i cel-lulars alterats en I’ataxia de Friedreich per la deficiencia de
frataxina. Potencialment pot incrementar la biogenesi mitocondrial i ha demostrat incrementar
I’expressio del gen FXN, activant 1’inici de la transcripcié en models de ratoli FRDA i cel-lules
humanes de pacients amb FRDA. A més s’ha vist que redueix les estructures no canoniques R-
loop (329,330). Actualment s’ha aprovat per el tractament de I’esclerosi multiple i la psoriasi, on

els pacients amb esclerosi multiple han evidenciat un increment en els nivells de frataxina (330).

12.3. Substituts, estabilitzadors i potenciadors de la proteina frataxina.

TAT-Frataxina (CTI-1601) és una proteina frataxina sintética que es distribueix mitjancant un
fragment proteic anomenat transactivador de la transcripcié (TAT), permeable per les membranes
i que actua de transportador de la frataxina cap a la mitocondria. S’ha provat en models animals
FRDA amb una millora de la cardiomiopatia i actualment es troba en fase I d’un assaig clinic
(NCT04176991) (331,332).

S’estan estudiant compostos mimeétics de 1’eritropoetina (EPO) que principalment estimula la
formacio d’eritrocits, perd també té funcions cel-lulars antiinflamatories i antiapoptotiques. En
cel-lules de pacients s’ha demostrat que incrementa els nivells de frataxina (333,334).
Posteriorment, estudis realitzats en pacients amb compostos mimétics de I’EPO no han millorat
els efectes de la patologia tot i incrementar els nivells de frataxina (335-339). Actualment, s’esta
estudiant nous agonistes de la eritropoetina en cél-lules FRDA, que actuen Unicament sobre els

receptors d’EPO del sistema nervios (340).

Una part de la proteina frataxina precursora és degradada pel proteosoma després d’ubiquitinar-
se durant el procés de maduraci6 (341). S’han dissenyat molécules que modulen la ubiquitinacié
per impedir la degradacié especificament de la proteina frataxina i mantenir uns nivells elevats
dins la cel-lula. Els compostos competidors de la ubiquitinacid actuen bloquejant els llocs d’unid
de la ubiquitina a la frataxina, de manera que el proteosoma no pot degradar-la (341,342). La
lligasa RING E3 (RNF126) és un enzim que interacciona especificament amb la frataxina i en
promou la seva ubiquitinacid i posterior degradacio. La inhibicié de RNF126 en cel-lules de

pacients amb FRDA, s’incrementa els nivells de frataxina (343).

En un cribratge de compostos provats en cel-lules de pacients amb ataxia de Friedreich,
I’etravirina, que s’utilitza com antiviral va demostrar augmentar els nivells de frataxina
incrementant la traduccié de I’ARNm de frataxina a proteina en cél-lules FRDA als mateixos

nivells trobats en cél-lules d’individus no portadors. A més restableix la formacid dels clasters
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ferro-sofre, I’activitat aconitasa i aporta resisténcia a estrés oxidatiu (344). Actualment se n’esta

desenvolupant un assaig clinic en fase 2 (NCT04273165).

12.4.Increment de I’expressio del gen FXN.

La insuficient expressio de la proteina frataxina és el detonant de 1’aparicid patologica en 1’ataxia
de Friedreich. Per tant, és logic que 1’enfocament terapéutic més senzill s’hagi dirigit directament
a incrementar I’expressio del gen FXN i els nivells d’ARNm, per obtenir conseqiientment,
incrementar els nivells de la proteina frataxina i aixi revertir la patologia. A més, donat que els
individus portadors de la malaltia es mantenen asimptomatics tot i expressar aproximadament la
meitat del nivells de frataxina respecte els individus no portadors, indica que 1’augment

relativament petit de I’expressié de FXN en pacients amb FRDA tingui potencial terapéutic.

Inicialment, els esfor¢os es van centrar en revertir la compactacié de I’heterocromatina que es
donaen I’intrd 1 del gen FXN degut a I’expansio patologica de les repeticions GAA que €s causant
del silenciament geénic i la inhibici6 de la transcripcid, enfocant-se en trobar compostos que
modulin I’acetilacié d’histones, la metilaciéo d’ADN, i compostos moduladors de les estructures
d’ARN. S’han avaluat diversos tipus d’inhibidors de les histones deacetilases (HDACI), que
actuen mantenint les histones acetilades i aixi eviten la compactacié de la cromatina. El grup acetil
fa que es neutralitzi la carrega positiva de les histones, i impedeix que aquestes s’uneixin
fortament amb 1I’ADN, mantenint una estructura laxa que permet la transcripcio dels gens
(115,236,345-347). D’entre ells, destacar la nicotinamida (vitamina B3), que s’ha utilitzat com a
d’inhibidor d’histones deacetilases (HDAC) per tal d’incrementar 1’expressio de frataxina. Pero
els alts nivells que s’han d’administrar de nicotinamida a llarg termini per obtenir Unicament un
petit efecte en I’increment de frataxina, 1’abséncia d’un efecte clinic demostrat, sumat als efectes
adversos que apareixen com nausees o vomits i els riscos desconeguts a llarg termini, han fet que
s’hagin buscat alternatives (348,349). El principal problema d’aquest abordament és la
inespecificitat del tractament, ja que els HDACI no actuen especificament en el gen FXN, i per
tant es podria alterar I’expressio d’altres gens. EI BMN 290, compost successor del RG2833, és
un compost semblant a la nicotinamida, perd que modula selectivament la cromatina actuant com
a HDAC:. S’ha vist que incrementa més del doble la quantitat de frataxina i que té capacitat per
penetrar al sistema nervios central i cor (240,350,351). Malgrat aix0, s’ha demostrat recentment

que pot generar metabolits potencialment toxics i se n’ha aturat el desenvolupament.

El resveratrol és un polifenol natural que té propietats antioxidants i s’ha demostrat que
incrementa 1’expressio de frataxina en cel-lules FRDA in vitro i models de ratoli, a través de
I’activacio de la sirtuina 1 deacetilasa (SIRT1), que regula 1’expressio de la proteina PGCla i la

modulacioé com agonista de PPARy. Un assaig clinic va determinar una moderada millora dels
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simptomes neuroldgics a altes dosis de resveratrol, sense incrementar els nivells de frataxina ni

millorar la patologia cardiaca (352).

L’interfer6 gamma 1b (IFN-y-1b) és una citocina involucrada en la resposta immunologica, que
ha demostrat que estimula la transcripcio del gen FXN, incrementa I’estabilitat de I’ARNm de i
impedeix la neurodegeneraci6 en cél-lules del model de ratoli FRDA YG8R i pacients amb ataxia
de Friedreich (353,354). Malgrat aix0, assajos clinics no han evidenciat increments significatius

en I’expressio de frataxina i inicament una lleugera millora dels simptomes patologics (355-358).

Actualment, els estudis s’estan enfocant a minimitzar especificament el bloqueig de la
transcripcio del gen FXN degut a ’expansi6 de les repeticions GAA o minimitzar la formacio de
les estructures no canoniques de cadena triple d'/ADN o hibrids de cadenes ADN-ARN (R-loop)
ja sigui eliminant completament 1’expansié anormal de repeticions GAA mitjancant 1’edici6 del
genoma utilitzant nucleases especifiques amb dits de zinc, que ha demostrat ser eficient en
cel-lules fibroblasts de pacients, incrementant 1’expressio de frataxina (239); o bé utilitzant la
técnica CRISPR-Cas9, que mostra eficiencia per eliminar in vitro i in vivo I’expansié de
repeticions GAA en els models transgénics humanitzats YG8R i YG8sR (292); impedint la
formaci6 de bucles R amb oligonucledtids (ODN) especifics per les repeticions GAA del gen
FXN, que s’ha vist que incrementa els nivells de frataxina en cel-lules de pacient (359); o
incrementant la transcripcié del gen FXN a través de factors d’elongacio de la transcripcio
selectius per les repeticions GAA com per exemple Syn-TEF1 (360). S’ha estudiat la introduccio
de proteines efectores tipus activadores transcripcionals (TALE) mitjancant vectors virals
adenoassociats per activar especificament el promotor del gen FXN i induir I’expressié de
frataxina en ratolins YG8R. Un mes després de 1’administracié d’aquesta terapia, s’ha detectat
I’activacio de 1’expressio del gen FXN, amb I’increment dels nivells d’ARNm i frataxina en
diferents organs del ratoli (361-364). Altrament, s’esta investigant 1"as d’ARNs no codificants
llargs antisentit naturals i sintétics (SINEUPs), que estabilitzen especificament I’ARNm de
frataxina i optimitzen la traducci6, incrementant els nivells de proteina en un model cel-lular
FRDA (365). Aquestes terapies han resultat prometedores en cultius cel-lulars, perd encara es

troben en un estadi molt precog fins poder aplicar-se com a tractament.

12.5. Terapia genica.

La terapia génica, consistent en proporcionar el gen no mutat a I’interior de les cél-lules, és un
altre enfocament per augmentar els nivells de la proteina frataxina en els teixits afectats i aixi
millorar la clinica de la malaltia. En els darrers anys, la terapia génica s’ha postulat com una
estrategia terapéutica per al tractament de nombroses malalties neurodegeneratives, de les quals

d’algunes ja s’estan realitzant assajos clinics (366). Per 1’ataxia de Friedreich, actualment sén
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diversos els grups de recerca i companyies biotecnologiques que estan investigant el lliurament o
transport del gen/ARNm de frataxina a I’interior de les cél-lules afectes a través de la utilitzacio
de vectors com a vehicle, la majoria virics, i particularment vectors virals adenoassociats (AAV),

pero també nanoparticules.

Els vectors AAV presenten nombrosos avantatges per al seu Us en terapia genica respecte altres
vectors virals, és per aix0 que s’estan utilitzant ampliament per a tractar altres malalties
hereditaries. Tenen capacitat per incloure 4,7 kb d’ADN, per tant poden allotjar facilment la
seqliencia d’ADN codificant de la proteina frataxina, sense les seqiiencies introniques, donat que
és forca petita (633 pb). L’administraci6 intravenosa del vector viral adenoassociat AAVrh10 amb
la sequéncia de frataxina ha demostrat ser efica¢ per prevenir i revertir la cardiomiopatia en un
model de ratoli knock-out condicional de Fxn (MCK), que desenvolupa fallada cardiaca degut a
I’eliminacié completa de frataxina en el mdscul cardiac i esquelétic. L’administracio
postsimptomatica del vector AAVrh10 reverteix la cardiomiopatia a nivell funcional, cel-lular i
molecular dels ratolins MCK, recuperant la disfunci6 energetica i la desorganitzacié estructural
dels cardiomiocits (367). Un estudi posterior va demostrar que el rescat complet de la
cardiomiopatia es produeix amb només la meitat de cardiomidcits transduits pel vector AAVrh10-
FXN (368). La terapia génica per tractar ’ataxia de Friedreich utilitzant el vector viral AAV9
amb la sequiéncia codificant de frataxina (AAV9-FXN) administrat intraperitonealment proveeix
expressid de frataxina en el cor, cervell, musculs, ronyd i fetge de dos models de ratoli knock-out
condicionals, MCK i NSE. En ambdds models es va incrementar aproximadament el doble el
temps de vida dels ratolins, i concretament en el model MCK, que mostra la cardiomiopatia, es
va observar una millora de la funci6 sistolica (369). Posteriorment, s’ha demostrat que
I’administracié intravenosa del vector AAV9 amb la seqliéncia d’ADN codificant de la frataxina
prevé I’aparicié dels déficits motors i sensitius i evita la progressié de la neurodegeneracié d’un
nou model de ratoli knock-out condicional (Pvalb Fxn-cKO), que es caracteritza per la supressid
completa de frataxina en cel-lules que expressen parvalbimina, que principalment sén neurones
del sistema nervids, manifestant ataxia sensorial i neuropatia de manera precog i molt severa, amb
mort prematura (283). En el mateix model de ratoli, I’administracio post-simptomatica del vector
AAV9 per via intravenosa complementada amb una injeccié intracerebral del vector AAVrh10,
ambdos amb capacitat d’expressar frataxina i regulada a través del promotor sintétic derivat de
virus CAG, transdueix eficientment neurones dels DRG i la medul-la espinal, principalment
afectades en ’ataxia de Friedreich, entre altres; aconseguint rescatar la neuropatia sensitiva i
allargar la vida dels animals (283). Una administracio Unica intravenosa del vector AAV9 amb la
frataxina és incapag de revertir els simptomes neurologics en el model de ratoli, donat que la

capacitat de transduccié en el cerebel i la medul-la espinal son baixos, i requereix de
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I’administracié intracerebral directament en el sistema nervids central per poder transduir les

neurones afectades i revertir el fenotip neuropatologic (283).

Altres esforcos cap a la terapia genica per 1’ataxia de Friedreich inclouen 1’as d’altres vectors
virals com els basats en el Virus Herpes Simple (HSV). Particularment, aquest virus és neurotrofic
i t¢ més capacitat per incorporar fragments més grans d’ADN. S’ha provat la seva eficacia per
transferir el gen FXN complet en cultius cel-lulars i I’eficiéncia de la duracio de 1’expressié del
transgen en el cerebel i DRG de ratolins (161,370,371). Un altre estudi va incloure 5 kb de la
regio promotora del gen FXN, i la seqiiencia d’ADN codificant de la frataxina, incloent I’intro 1,
amb ’objectiu de regular I’expressio de proteina frataxina recombinant de la mateixa manera que
es regula endogenament en les cél-lules, i també perqué permet obtenir 1’expressié del transcrit
4, que dona lloc a la isoforma Il de frataxina, especifica majoritariament del sistema nervios. El
vector HSV va demostrar ser eficient per transduir cultius de neurones de DRG de fetus de rata,
incrementant substancialment els nivells d’ARNm i proteina frataxina. La seva administracio en
la planta de les potes inferiors de rates, va demostrar ser eficient per expressar frataxina en els
DRG fins 1 mes després de I’administracio, mitjangant el transport neuronal retrograd del virus
(372). L’administracio directa en el tronc cerebral de HSV en un ratoli KO condicional va
demostrar millorar la coordinacié motora dels ratolins (373). Malgrat aixo, els estudis amb vectors
HSV per terapia génica no estan tan avancats com els basats en AAV, per ser aprovats com a
tractament, degut als possibles problemes de seguretat pels pacients i per la resposta immunitaria

gue poden desencadenar.

La terapia génica utilitzant lentivirus com a vector per a I’ataxia de Friedreich s’ha provat en
fibroblasts de pacients i models de ratoli FRDA, incrementant els nivells d’expressio de frataxina,
reduint la sensibilitat a estrés oxidatiu i el dany en ’ADN (232,374). Inconvenientment, els
lentivirus poden desenvolupar resposta immunitaria, s’integren aleatoriament en el genoma de la
cel-lula hoste podent generar mutacions per recombinacio, necessiten de més estudis de seguretat,

i per tant és més complicat que arribin a utilitzar-se com a tractament almenys a curt termini.

Un segon enfocament de la terapia génica és el lliurament d’ARNm de FXN directament als teixits
afectats utilitzant nanoparticules com a vectors, enlloc de virus. L’administracié intravenosa
d’ARNm de FXN encapsulada en nanoparticules lipidiques (LNP) va mostrar un increment dels
nivells de frataxina i una correcta maduracio de la proteina en el fetge de ratolins adults 7 dies
després de 1’administracid; i s’ha detectat expressio de frataxina recombinant en neurones dels
DRG dels ratolins després de 1’administracio intratecal en la medul-la espinal de les LNP amb
I’ARNm de frataxina (375). Tot i aix0, no s’ha descrit la reversio dels signes neurologics 0 la

cardiomiopatia en cap model de ratoli FRDA.
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Tot i els avencgos preclinics de la terapia génica, encara queden reptes que en requereixen una
millora per assegurar la seva eficacia i seguretat abans d’iniciar-se assajos clinics (376). L us de
vectors no integratius en el genoma per evitar mutagenesi, un sistema d’administracio per dirigir
eficagment la terapia a les cel-lules afectades, la immunogenicitat dels vectors, els nivells que

proveeixen d’expressio de frataxina, entre altres, en son alguns exemples.

12.6. Terapia cel-lular.

La terapia cel-lular per I’ataxia de Friedreich s’ha caracteritzat principalment per 1’as de cel-lules
mare de medul-la dssia per a protegir i reparar les neurones. El tractament amb cél-lules mare
mesenquimals provinents tant de ratolins WT incrementa 1’expressio de frataxina, millora la
funcié motora i disminueix la neurodegeneraci6 dels ratolins FRDA (377,378). L us de factors
com citocines i factors de creixement provinents d’aquestes cél-lules mare, van mostrar un
increment d’expressio de frataxina i la millora de la defensa antioxidant en cél-lules de pacients i
linies neuronals deficients en frataxina (379-381). La terapia amb citocines com a factors
estimulants de granuldcits (G-CSF) i de cél-lules mare (SCF) va demostrar incrementar els nivells
de frataxina, tenir efectes neuroprotectors, i millorar la coordinacié6 motora en ratolins
humanitzats FRDA (288). En un altre estudi es van trasplantar cél-lules mare de la medul-la 0ssia
amb capacitat per expressar la frataxina WT en ratolins humanitzats FRDA. Aquesta terapia
cel-lular es va complementar amb 1’administracié mensual de factors de cél-lules mare G-CSF i
SCF per a millorar la integracio de les cel-lules mare en els ratolins. Els resultats van mostrar la
integracid de les cél-lules mare en teixits del sistema nerviés, maduracié i fusié de les cel-lules
mare a neurones, es va detectar increment en els nivells de frataxina i les defenses antioxidants,
la millora de la coordinacié motora i activitat locomotora (382). No obstant, no s’han iniciat

assajos clinics per determinar-ne 1’eficacia en pacients.

13. Terapia genica amb vectors virals adenoassociats.

La terapia génica consisteix en introduir material genétic funcional a I’interior de cél-lules, per
tal de reparar, regular, reemplacar, afegir o suprimir una seqiiéncia genética defectiva i aixi tractar
o0 prevenir una malaltia (383,384). Aquest material genétic pot ser qualsevol seqiiencia d’acids
nucleics que tingui una funcionalitat terapéutica, tot i que normalment s6n gens sencers, gens
simplificats, a través d’introduir unicament les sequéncies d’ADN codificants, 0 ARNm. En
funcid de les caracteristiques de la malaltia a tractar, s’utilitza una estratégia de terapia geénica
determinada, la més comq, utilitzada en la majoria de malalties monogeéniques, es centra en
proporcionar la copia corregida del gen mutat amb la finalitat de recuperar la seva funcio i de

revertir el fenotip patologic observat als pacients afectats. Altres estratégies es centren en
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subministrar ARNi per interferir I’ARNm i disminuir especificament 1’expressio del gen, sobretot
utilitzada per trastorns deguts a la toxicitat per la formacié d’agregats de proteina. Un altres tipus
d’estratégia es basa simplement en proporcionar material genétic per sintetitzar productes que
millorin els fenotips de malalties com factors de creixement (385), proteines de la via de
senyalitzacio del calci (386), anticossos per a malalties infeccioses (387), etc. Recentment, s’estan
explorant tecnologies que permeten noves estratégies de terapia genica, a través de 1’edicio génica
amb nucleases de dits de zinc, nucleases efectores activadores de la transcripcid i la tecnologia
CRISPR-Cas9.

Existeixen dos tipus de terapia génica, ex vivo i in vivo, que es diferencien en la manera d’introduir
el material genétic funcional en les cel-lules. En la terapia genica ex vivo, la transfeccié cel-lular
té lloc en I’exterior del pacient, i es realitza a partir d’una biopsia de teixit del pacient en cultiu in
vitro, després de la transfeccio, les cél-lules ja modificades genéticament es trasplanten en el
pacient. Aquests tipus de terapia génica és interessant per abordar malalties que afecten a un sol
tipus cel-lular o un teixit especific i localitzat, perd estan limitades a aquelles cél-lules que poden
cultivar-se i mantenir-se en cultiu in vitro. La terapia génica in vivo, consisteix en lliurar el
material genétic directament en els drgans i teixits diana, de manera que la transfeccié cel-lular té
lloc en I’interior del pacient. El principal repte que presenta aquesta técnica és ’especificitat de

transfectar i lliurar el material genétic Gnicament les cel-lules diana afectes dels pacients (383).

Generalment, s’utilitzen vectors com a vehicle per transportar i introduir les seqiiencies d’acids
nucleics en ’interior de cél-lules. Els virus, per la seva capacitat natural per infectar cel-lules,
alliberant el material genétic en el seu interior com a part del seu cicle de replicacié, son els
vectors més utilitzats en terapia génica. De ’ampli ventall de virus existents, la majoria dels que
s’han utilitzat per estudis a nivell preclinic i clinic son els retrovirus, lentivirus, herpes virus,
adenovirus, i virus adenoassociats (AAV) (388). Els retrovirus i els lentivirus s’han utilitzat
principalment per a realitzar terapies géniques ex vivo, mentre que els adenovirus i els virus

adenoassociats son els més utilitzats per terapies in vivo (389,390).

En els darrers anys, la terapia génica s’ha erigit com una solucio viable per al tractament de
diferents tipus de malalties cardiovasculars, musculars, metabodliques, hematologiques,
oftalmologiques, neurologiques, infeccioses i canceroses (388-390). L’any 2003, la Xina va
aprovar el primer producte de terapia genica per a Us clinic, Gendicine, basat en un vector
adenoviral amb I’ADNc per sintetitzar la proteina p53, amb aplicacio antitumoral contra el
carcinoma de cél-lules escamoses (391,392). A Europa, la primera terapia genica es va aprovar
I’any 2012, Glybera, basada en 1’is de vectors AAV per a tractar pacients amb deficiéncia de la
lipoproteina lipasa (393,394). EI 2016, Strimvelis, el segon tractament de terapia genica
mitjancant retrovirus es va aprovar a Europa, per tractar la immunodeficiéncia combinada severa
per déficit de I’adenosina desaminasa (ADA-SCID) (395). E1 2017, I’administracié d’ Aliments i
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Medicaments dels Estats Units (FDA) va aprovar Kymriah (Tisagenlecleucel), basat en un vector
lentiviral, i Yescarta (Axicabtagen ciloleucel) basat en un vector retroviral, per al tractament de
la leucémia limfoblastica aguda i del limfoma de cel-lules B grans, respectivament (389,396). A
finals del 2017, Luxturna (Voretigene neparvovec) es va convertir en la primera terapia génica in
vivo aprovada. Aquesta terapia basada en vectors AAV2, tracta pacients amb amaurosis congénita
de Leber associada al gen RPE65 que manifesten ceguera hereditaria, mitjancant una
administracié subrretiniana (389,397). Al 2019, el farmac de terapia geénica Zolgensma
(onasemnogene abeparvovec), basat en el vector AAV9 va ser aprovat per la FDA per tractar
I’atrofia muscular espinal (SMA), un desordre neuromuscular infantil, proporcionant el gen

SMNI1 a través de I’administraci6 intravenosa del vector AAV9 (398,399).

A banda dels tractaments de terapia geénica ja aprovats, en I’actualitat son moltes les malalties que
s’estan abordant amb terapia génica en assajos clinics, i el nimero s’incrementa encara mes en
fases precliniques. Concretament fins la data s’han realitzat un total de 3001 estudis amb terapia
genica en assajos clinics, dels quals 350 s6n per malalties monogéniques i 53 sén per al tractament
de malalties neurologiques, dels quals 20 s’estan realitzant amb AAV (366). Per I’ataxia de

Friedreich, malauradament a dia d’avui encara no se n'ha iniciat cap assaig clinic.

13.1. Els vectors virals adenoassociats.

Els vectors virals adenoassociats (AAV, per I’abreviacid en anglés) son el tipus de virus més
utilitzat en els darrers anys per al tractament de malalties neurodegeneratives, amb
caracteristiques similars a 1’ataxia de Friedreich, perqué presenten nombrosos avantatges respecte
els altres vectors virals com la seva amplia capacitat de transducci6 in vivo de diferents tipus
cel-lulars, especialment cél-lules quiescents com les neurones, no sén patogénics, és a dir, no
causen cap malaltia en humans, i presenten baixa immunogenicitat, per tant sén segurs; rarament
s’integren en el genoma de la c¢l-lula hoste, de manera que no poden generar mutagénesi, i han

demostrat proveir una expressio de llarga durada (400-404).

13.1.1. Estructura i biologia dels virus adenoassociats.

Els virus adenoassociats (AAV) pertanyen al genere Dependovirus, de la familia parvoviridae
(405). El seu cicle de replicacié depén de la preséncia d’un virus auxiliar helper, que normalment
és un adenovirus, per aixo s’anomenen adenoassociats (406). Els AAV s’han trobat en multiples
espécies de vertebrats, incloent humans i primats no humans, perd no causen cap malaltia humana.
Estan compostos d’una capsida icosaédrica de naturalesa proteica d’aproximadament 20-26 nm
de diametre i un genoma d'ADN monocatenari de 4,7 kb amb dos gens codificants, cap, que
codifica les tres proteines de la capsida (VP1, VP2, VP3); i rep, que codifica 4 proteines
necessaries per a la replicacio viral (Rep78, Rep68, Rep52 i Rep40) (407—410). EI genoma esta
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flanquejat per dos repeticions terminals invertides (ITR) d’uns 145 pb cadascuna, que formen
unes estructures en forquilla, que serveixen d’origen de replicacié viral i de senyal
d’empaquetament, i per tant, son essencials per la replicacié del genoma viral, la integracid i la
formacio de la capsida (411-415). Addicionalment, la proteina activadora de muntatge (AAP),
que es codifica a partir d’un marc de lectura diferent del gen cap, ha demostrat ser essencial per

I’empaquetament de la capsida i formacié del virié (413,416,417) (Figura 6A i 6B).
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Figura 6. Representaci6 esquematica dels virus adenoassociats (AAV). A) Representacio esquematica
de I’estructura de la capsida del AAV. B) Representacio esquematica de I’estructura del genoma del virus
adenoassociat. El genoma d’ADN monocatenari del AAV esta flanquejat per 2 repeticions terminals
invertides (ITR) i conté els gens rep, cap i aap. Les tres fletxes indiquen la posicio de tres promotors a les
posicions 5, 19, 40. El gen rep codifica per 4 proteines no estructurals necessaries per la replicacié Rep78,
Rep68, Rep 52 i Rep40. El gen cap codifica les 3 proteines estructurals amb les que es forma la capsida
VP1, VP2 i VP3 regulades pel promotor p40. La proteina AAP s’expressa a partir d’un lloc d’inici de
traduccié no convencional dins del gen cap. Totes les variants AAV tenen la mateixa poliA. C)
Representacid esquematica del genoma d’un vector viral adenoassociat recombinant. Els gens propis del
AAV es substitueixen pel transgen, a excepcio de les ITR. Els elements essencials que ha d’incloure per
expressar la proteina terapéutica son el promotor, el gen terapeutic i la seqiéncia de poliadenilacio.
Addicionalment es poden afegir altres elements reguladors sempre que no s’excedeixi la mida maxima de

4,7 kb d’ADN que es poden encapsidar.
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Els virus adenoassociats infecten les cél-lules a través de la uni6 especifica de regions de les
proteines de la capsida a receptors primaris i coreceptors de la superficie cel-lular, desencadenant
la seva endocitosi a través d’endosomes recoberts de clatrina (404,418,419). Després que un canvi
estructural, degut al pH acid dels endosomes, exposi la regié N-terminal de les proteines de la
capsida VP1 i VP2, i maltiples senyals de trafic nuclear, els virions AAV surten dels endosomes
i s’acumulen a la regio perinuclear de les cel-lules (404,419-425). Un cop al nucli, els virions
AAYV obren la capsida i alliberen el seu genoma monocatenari, que es converteix en ADN de
doble cadena, utilitzant els complexos ADN polimerasa de la cél-lula hoste (Figura 7). El genoma
AAYV pot integrar-se en el genoma de les cel-lules humanes, concretament en un lloc Unic del
cromosoma 19 (banda 19g13), conegut com AAVS1, per establir la laténcia (426-430). Aix0 és
degut en part a la similitud de sequiencia entre la regié cromosdmica AAVSL i les ITR del virus,

combinat amb l'activitat de les proteines Rep (428,431).
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Figura 7. Via de transduccio del vector viral AAV. RE, reticle endoplasmatic; sSAAV, AAV d’una
cadena. Figura adaptada de (383).
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13.1.2. Caracteristiques dels vectors recombinants AAV.

Els vectors recombinants AAV (rAAV) que s’utilitzen com a vectors per a terapia genica Nno
contenen cap sequéncia codificant del genoma viral, s’han modificat per desproveir dels gens cap
i rep, exceptuant les repeticions ITR. Aquestes seqliéncies codificants cap i rep son expressades
en un plasmidi separat durant la sintesi dels virions recombinants AAV, anomenat plasmidi AAV
d’empaquetament, juntament amb un plasmidi que conté els gens necessaris de 1’adenovirus
(432). Per tant, s’elimina el 96% del genoma viral, mantenint inicament les repeticions ITR, que
son essencials durant la transducci6 cel-lular per poder guiar la replicacio i assegurar 1’expressio
del transgen, a part de participar en el procés d’encapsidacié del genoma durant la produccié de
virions (411,433). L’eliminaci6 completa de les seqiiéncies de codificacio viral, permet en el seu
lloc, introduir un transgén entre les repeticions terminals invertides (ITR), que normalment esta
compost per la seqliencia codificant del gen terapéutic regulat per un promotor, i una seqiiéncia
de poliadenilacio, entre altres elements reguladors que es poden incloure (Figura 6C). D’aquesta
manera, es maximitza la capacitat d’empaquetament d’ADN recombinant en els rAAV, principal
desavantatge d’aquest tipus de vectors per al seu Us en terapia génica, ja que esta limitat a 4,7 kb,
i per tant no permet incloure gens de mida gran (434-438). Els rAAV perden la capacitat per
integrar-se en el genoma de la cél-lula hoste, ja que les proteines virals Rep78 i Rep68, suprimides
en el genoma dels AAV recombinants, sén requerides per a la integraci6 (439). ElI genoma viric
recombinant monocatenari, un cop a I’interior del nucli, es converteix a ADN de doble cadena,
utilitzant els complexos d’ADN polimerasa de les cel-lules hoste (440), i fusiona els seus extrems
a través de les ITR, adoptant una estructura circular, podent formar estructures concatémers i
mantenint-se en forma d’episoma, en el nucli de la cél-lula infectada (404,441-443). L’episoma
actua de cromosoma autonom conferint estabilitat al transgén recombinant, afavorint una
expressié genica a llarg termini i evitant la mutagénesi del genoma de la cél-lula hoste. A partir
de I’estabilitzaci6 del genoma viral en forma d’episoma, es pot iniciar la transcripcid del transgen

i posterior traduccid i sintesi de la proteina terapéutica (383) (Figura 7).

Les caracteristiques proteiques de la capsida dels AAV defineixen el seu tropisme, caracteritzat
pel tipus de cél-lula que és capag¢ de transduir. A més, determinen I’eficacia en el procés de
transduccid, trafic intracel-lular i la resposta immunologica. Durant la transduccid, els tipus de
receptors cel-lulars que reconeixen i interaccionen amb la superficie de la capsida dels AAV
defineixen el serotip de I’AAV. Fins I’actualitat s’han identificat 12 serotips naturals, en humans
i primats no humans, encara que existeixen meés de 100 variants descrites d’aquests serotips
(404,444). Cadascun d’aquests serotips conté variacions en la seqiiéncia aminoacidica de les
proteines que formen la capsida, suficientment diferents com per no poder ser neutralitzats pels
mateixos anticossos, per tant reconeixen diferents tipus de receptors cel-lulars i, en consequiéncia

tenen tropisme per infectar amb major o menor eficiéncia un tipus cel-lular concret (445).
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Com a receptors cel-lulars primaris, les capsides AAV s’uneixen a una gran varietat de
proteoglicans com I’heparan sulfat en els AAV2 i AAV3; I’acid sialic (STA) enels AAV1i AAV4,
AAVS5; heparina i SIA per ’AAV6; i galactosa per ’AAV9 (446-451). Com a receptors
secundaris s’han identificat per diferents serotips, el receptor del factor de creixement de
fibroblast (FGFR) (452), la integrina avp5 en I’AAV2 (453); el receptor del factor de creixement
d’hepatocit en I’AAV3 (454); el receptor del factor de creixement derivat de plaquetes (PDGFR)
en ’AAV5 (455); i el receptor de laminina en ’AAV2, AAV3, AAVS i AAVI (447,456).
Recentment, s'ha trobat un receptor d’AAV (AAVR) com un cofactor necessari per a la
transduccié d’alguns serotips AAV (457). Cada tipus cel-lular té diferents receptors en la
superficie cel-lular, de manera que les interaccions amb cadascun dels diferents serotips AAV,
determinara la biodistribucid i el tropisme per cada tipus de cel-lula, amb una especificitat i
eficiéncia variable de transduccio (445,458) (Taula 5). A més la capsida té un paper determinant
en I’eficiéncia d’expressio del transgén, ja que intervé en el trafic intracel-lular del virio, des de
la membrana cel-lular fins al nucli, i en la descapsidacio per alliberar el genoma viral en I’interior
del nucli (459).

Origen Aprovat
Serotip d'ones Receptor . Malalties en que s’ha utilitzat P
L Co-receptor Tropisme e T coma
AAV va primari (Identificador d'assaig clinic) £
. armac
aillar
Malalties musculars (NCT01519349)
. N Mdscul, SNC, Fallada cardiaca (NCT01643330)
AAVL  Primat - Acid sialic AAVR cor Deficiencia ’AAT (NCT01054339, -
NCT00430768)
Integrina Malalties oculars (NCT00643747) Luxturna
AAV2 Huma Heparan FGFR. HGFR, Fetgg, SNC, _Hemofllla} (l_\lCT00515710) (Amaur95|s
sulfat LamR. AAVR muscul Malalties neurologiques (NCT00400634)  congenita
’ Deficiencia AAT (NCT00377416) de Leber)
. Heparan FGFR, HGFR, Muscul, . L
AAV3 Primat sulfat LamR, AAVR  cél-lules mare No es realitza cap assaig clinic -
AAV4 Primat  Acid sialic Desconegut Ull, SNC Malalties oculars (NCT01496040) -
Hemofilia (NCT03520712)
R U, SNC, pulmo, Malalties oculars (NCT02781480) )
AAV5 Huma Acid sialic  PDGFR, AAVR ull Porfiria aguda intermitent
(NCT02082860)
Heparan . -
R A Muscul, SNC, Hemofilia (NCT03061201)
AAVE Huma sulfse;;;ismd EGFR, AAVR cor, pulmé Malalties neurologiques (NCT02702115) )
AAVT Primat ~ Desconegut Desconegut Muscul, SNC No es realitza cap assaig clinic -

Malalties oculars (NCT03066258)
Hemofilia (NCT00979238) -
Malalties musculars (NCT03199469)

Fetge, mascul,

AAVE Primat  Desconegut  LamR, AAVR
pancreas, SNC

Zolgensma
Malalties neurologiques (NCT02122952)  (Atrofia
Malalties musculars (NCT03362502) muscular
espinal)

AAV9 Huma Galactosa LamR, AAVR Tots els teixits

AAV10 Primat  Desconegut Desconegut Mdscul - -

AAV1l  Primat  Desconegut Desconegut Desconegut - -

AAV12 Huma  Desconegut Desconegut Nasal - -
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Taula 5. Propietats i Us clinic dels serotips AAV. AAT, al-antitripsina; AAV, virus adenoassociat;
AAVR, receptor AAV; SNC, sistema nervids central; EGFR, receptor del factor de creixement epidérmic;
FGFR, receptor del factor de creixement fibroblastic, HGFR, receptor del factor de creixement

d’hepatocits; LamR, receptor laminina; PDGFR, receptor del factor de creixement derivat de plaquetes.

Taula adaptada de (383).

Els serotips més ampliament utilitzats per estudis de terapia genica en el sistema nervids central
son ’AAV1, AAV2, AAV4, AAVS5, AAV6, AAVSE, AAVI i AAVrhl0 (460-463). Tot i que
cadascun d’ells té un tropisme i unes caracteristiques infectives diferents. Els primers estudis van
utilitzar sobretot I’AAV2, pero la propagacié i transduccié en el cervell és bastant limitada en
comparacio amb serotips caracteritzats més recentment. Posteriorment van ser ’AAV1il’AAV5,
gue van demostrar ser més eficients per transduir neurones i glia en cervell de rata i primats
(460,464). En els darrers anys domina 1’s de ’AAVS, I’AAV9 i I’AAVrh10, destacant sobretot

I’AAV9, en assajos clinics per malalties amb afectacié en el sistema nervids (465).

El serotip AAV9 té una alta eficiencia de transduccié in vivo per molts tipus cel-lulars diferents,
perd particularment per neurones i astrocits, amb una amplia distribuci6 en el cervell, la medul-la
espinal i els DRG (445,465-469). Juntament amb I’AAVrh10, ’AAV9 ha demostrat tenir
I’eficiéncia més elevada entre tots els serotips AAV descrits per transduir neurones, pero
addicionalment a diferéncia del AAVrhl10, té capacitat per transduir astrocits (468,470-472).
Quan es comparen administracions directament en el SNC, I’AAV9 ha demostrat ser el serotip
amb més propagacio, distribucid i expressio (466,473). Unicament, ’AAV1, AAV5 i AAVS han
demostrat una distribucid similar, perd menor expressio. Aixo és degut a la seva habilitat en el
transport extracel-lular, i sobretot intracel-lular en les neurones caracteritzat per un transport
axonal en ambdds direccions, retrograda i anterograda, permetent la transduccié entre cel-lules
que no son diana pel serotip, ja que no contenen els receptors per ser transduides
(462,465,466,474-477).

Importantment, un dels reptes en terapia génica dirigida al SNC és creuar la barrera
hematoencefalica. Aquesta barrera és un sistema de proteccio del sistema nervios central, que té
una permeabilitat selectiva limitant el pas de substancies exogenes provinents del corrent
sanguini. Al contrari que d’altres serotips, I’AAV9 és capag de creuar la barrera hematoencefalica
mitjancant una administracié periférica, permeten poder realitzar un tractament per al SNC
minimament invasiu (469,471,478). A part de ’AAV9, I’AAV8 i AAVrh10 també han demostrat
ser capacos de creuar la barrera hematoencefélica, tot i que de manera menys eficient (474,479).
L’AAV9 ha mostrat eficiéncia per creuar la barrera hematoencefélica a través d’una administracié
intravenosa en ratoli, rata, gat, primats i humans (472,478,479). En ratolins, 1’administracio

intravenosa amb AAV9 ha demostrat ser exitosa per al tractament de desordres en el SNC com
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I’atrofia muscular espinal (SMA) i MPSIIIB, entre altres (480,481). Molt importantment, aquest
serotip té aplicabilitat translacional, ja que quan es compara entre especies, I’AAV9 ha demostrat
que manté el tropisme i distribucié (472,478,482). També s’ha vist que ’AAV9 administrat
directament en el SNC pot transduir teixits sistemics (473), de manera que malalties
neurodegeneratives amb afectacié multisistemica en també organs periférics fora de sistema
nervids poden ser tractades amb aquesta estratégia. Tot aquest conjunt de caracteristiques ha fet
que I’AAV9 sigui dels serotips més utilitzats en terapia génica, i actualment amb el que s’estan

realitzant més assajos clinics per al tractament de malalties neurodegeneratives.

La durada de I'expressio transgenica a través d’AAV recombinants és essencialment permanent
en les cél-lules que no es divideixen després d'una sola dosi. S’ha vist que I’expressi6 del transgen
lliurat amb rAAV té una duraci6 de més de 6 mesos en cervell de ratoli (483), almenys 8 anys en
g0ss0s (484), i pot persistir en altres teixits fins almenys 6 anys en primats (485,486). En assajos
clinics en humans s’ha mostrat que els efectes terapéutics deguts a I’expressio del transgeén per la

terapia génica amb AAV persisteixen fins almenys 10 anys en el cervell i altres teixits (487,488).

13.2.Vies d’administracio.

La via d’administracié dels vectors virals escollida és essencial per un tractament de terapia
genica eficient, ja que ha de permetre als vectors virals recombinants contactar amb les cél-lules
diana afectades per obtenir una optima i localitzada eficiéncia de transducci6. Per tal d’escollir la
via d’administraci6 adequada, és important congixer la fisiopatologia de la malaltia, les cel-lules
diana afectades, el vector viral adequat, valorar el risc-benefici, la seguretat i els factors que poden

interferir en la interacci6 del vector viral amb la cél-lula diana.

Per al tractament de terapia génica de malalties neurodegeneratives és molt important afrontar el
creuament de la barrera hematoencefalica, definida com una barrera fisica i bioquimica que regula
de manera molt precisa i selectiva el pas de substancies endogenes i exogenes al sistema nervios
central (489). D’aquesta manera, la barrera hematoencefalica protegeix al SNC en general de
molécules grans i hidrofobiques, aixi com la majoria de virus, farmacs i determinades proteines.
Actualment, s’han utilitzat diverses vies d’administracid, amb capacitat per creuar la barrera
hematoencefalica mecanicament o biologicament, i transduir neurones del sistema nervids per al
tractament de malalties neurodegeneratives amb resultats exitosos com la via sistémica, 0
administracions directament en el sistema nervids central com la via intratecal, intracisterna

magna, intracerebroventricular o intraparenquimal.
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13.2.1. Administracio sistémica.

L’administracid intravascular o sistémica és la ruta més comu en terapia génica i ha demostrat ser
indicada per al tractament de malalties multisistemiques incloent les que tenen afectacio en el
SNC. Es realitza a través de la injeccié de les particules virals a la sang, que com a fluid en
contacte amb la majoria d’organs i teixits, permet una amplia distribucié multisistéemica. Si es
necessita una transduccié especifica i localitzada no seria la ruta recomanada. El principal
avantatge juntament amb la distribucio, és que la injeccid no és invasiva, de manera que no suposa
cap risc fisic pel pacient o animal. Inconvenientment, aquesta amplia biodistribucid, depenent del
tropisme del vector viral, pot provocar la transduccio inespecifica de cél-lules que no es troben
afectes, podent causar toxicitat. Un altre dels inconvenients de 1’administracio intravenosa és que
els vectors virals poden interaccionar amb proteines del sérum de la sang o anticossos que els
neutralitzin (NAbs), impedint la unié de la capsida amb els receptors cel-lulars de les cél-lules
diana, baixant ’eficiéncia i especificitat transduccio, i contribuint també a la generacidé d’una

resposta immunolodgica i inflamatoria.

Per al tractament de trastorns en el SNC, 1’Gs d’aquest tipus d’administraci6 pot no ser indicat si
no s’utilitza un vector viral adequat, degut a la presencia de la barrera hematoencefalica. Aquesta
barrera, com préviament s’ha comentat, ailla i protegeix el sistema nervids central del corrent
sanguini, restringint el pas a la majoria de vectors virals, inclis molts AAV per creuar-la, a
excepcio principalment dels serotips AAV8, AAVI i AAVrhl0, destacant I’AAV9 que és el més
habil per fer-ho (472,478). S’ha proposat que el mecanisme molecular que utilitzen els AAV per
travessar la barrera hematoencefalica podria ser per transcitosi en les cel-lules endotelials que
conformen la barrera (479,490). De fet, un estudi recent ha descrit que el AAV9 travessa la barrera
hematoencefalica a través de mecanismes de transport actiu intracel-lular sense comprometre la
integritat de la barrera (491,492). Tot i aix0, I’eficiencia per creuar la barrera hematoencefalica
és baixa, de manera que sén poques les particules virals respecte el total administrades capaces
de creuar-la i transduir les cél-lules diana, limitant la distribuci6 i nivells d’expressio del transgen
i en definitiva la capacitat terapeutica en el sistema nervids central. Com a solucié s’utilitzen dosis
elevades, per incrementar el nimero de particules que creuen la barrera hematoencefalica, a
expenses d’exposar més particules virals al sistema immunologic, podent generar una elevada
resposta immunitaria i inflamatoria. Malgrat totes les limitacions per al tractament de malalties
neurologiques, I’administracié sisttmica amb I’AAV9 ha estat aprovada per al tractament de
I’atrofia muscular espinal (SMA) (399,480), i actualment s’esta utilitzant en assajos clinics en
pacients per al tractament de malalties neurodegeneratives com MPSIIIB (NCT03315182),
MPSIIIA (NCT04088734), la gangliosidosi tipus 1 (NCT03952637), entre altres. Per al

tractament de [’ataxia de Friedreich 1’administracié intravenosa d’AAVrhl0 ha revertit la
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cardiomiopatia en un model de ratoli knock-out condicional; i ’AAV9 parcialment el fenotip

neurologic en estudis preclinics amb models de ratoli knock-out condicionals.

13.2.2. Administracio directa al sistema nervios.

L’administraci6 directa en el SNC permet dirigir la terapia exclusivament a les cel-lules diana
afectades, i és una alternativa per reduir la resposta immunoldgica, ja que en general requereix de
dosis més baixes per arribar a I’expressio del transgen amb rellevancia clinica en els teixits del
SNC. Les estratégies més utilitzades per al subministrament d’AAV son les injeccions directes
en el liquid cefalorraquidi (LCR) com 1’administracié6 intratecal (IT), intracisterna magna (ICM)
o intracerebroventricular (ICV), o bé directament a través del parénquima cerebral anomenada
intraparénguima. El liquid cefalorraquidi es sintetitza en els plexes coroidals dels ventricles del
cervell, des d’on es distribueix cap al canal central de la medul-la espinal i I’espai subaracnoidal
a través del Foramen de Magendie en la cisterna Magna. Un cop a I’espai subaracnoidal, el LCR

es distribueix ampliament circulant per tot el SNC.

Intraparenquimal

« .77~ Intracerebroventricular

— Intracistema
magna

Intratecal

Figura 8. Vies d’administracié dirigides al sistema nervios central per injeccié directa en el

parénquima o en el liquid cefalorraquidi. Figura adaptada de (493).

L’administraci6 intratecal és realitza mitjangant una injeccio en la zona lumbar de la medul-la
espinal amb 1’objectiu de lliurar els vectors virals en 1’espai intratecal o cavitat subaracnoidal,
directament en el liquid cefalorraquidi, permetent la difusié per la medul-la espinal, i
successivament per tot el sistema nervios central i periferic, en funcié també del tropisme i les
caracteristiques del vector viral utilitzat. L’administracio intratecal utilitzant AAV ha demostrat
ser eficient per transduir neurones ampliament en tota la medul-la espinal, DRG, tronc cerebral,

cerebel, entre altres en diferents especies animals (466,478,482,494-496). Tot i ser més invasiva
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que I’administracié intravenosa, en I’actualitat és segura i realitzada ampliament en animals i
pacients. A diferéncia de la via intravenosa, amb aquest tipus d’injecci6 directament en el liquid
cefalorraquidi es creua mecanicament la barrera hematoencefalica, reduint I’expressio en cél-lules
no diana. No hi ha la preséncia d’anticossos neutralitzants, donat que el sistema nervios central
és immuno-privilegiat (497), de manera que totes les particules virals podran potencialment
transduir neurones. Per tant s’optimitza la transduccio, permetent administrar dosis inferiors,
disminuint la possible toxicitat i resposta immunitaria (466,495,498). Interessantment, aquesta
via ha demostrat ser la més eficag¢ de totes les vies per transduir cél-lules de la medul-la espinal,
i neurones sensitives del SNP com les dels DRG, tal com es mostra en estudis amb ratolins
(467,499). Estudis en porcs i primats van demostrar que una Unica administracié intratecal de
I’AAV9 proporciona una amplia transduccio per tot el SNC, i particularment en la medul-la
espinal (482,494,495). En un estudi que compara 1’administracié de la mateixa dosi per via
intravenosa i intratecal, la injecci6 intratecal té una eficacia de transducci6 en el SNC i neurones
sensitives molt més elevada. A més, necessita una dosi 50 vegades inferior a la dosi injectada
intravenosament, per aconseguir la mateixa transduccio neuronal (498). Interessantment, amb
I’AAV9 administrat intratecalment també es va detectar transduccid en drgans periférics, tot i que
ldgicament a uns nivells més baixos que amb una administracid intravenosa, perd demostrant que
pot creuar bidireccionalment la barrera hematoencefalica permetent una distribucié periferica

amb una administraci6 intratecal (495,500).

Tenint en compte tots aquests factors, I’administraci6 intratecal és indicada per al tractament de
malalties amb afectaci6 exclusiva en el SNC, i sobretot amb degeneraci6 en la medul-la espinal i
DRG, pero també per malalties neurodegeneratives amb afectacié multisistémica en organs
periferics. Actualment, la terapia genica amb administracio intratecal ha mostrat ser eficient i
segura en assajos preclinics per al tractament de malalties neurodegeneratives en models de ratoli
i primats, i s’esta utilitzant en assajos clinics per al tractament de la neuropatia axonal gegant
(GAN) (NCTO02362438) (501), la malaltia de Batten juvenil (NCT03770572) i adulta
(NCT02725580).

L’administracio intracisterna magna (ICM) és semblant a la intratecal, en el sentit que s’injecten
els vectors virals directament en el liquid cefalorraquidi. Per la seva localitzacio, situada entre el
cerebel i la part dorsal de la medul-la oblonga, ha demostrat ser eficient per transduir ampliament
cel-lules del SNC, tant en la medul-la espinal com el cervell (478,502). Comparada amb
I’administracio intratecal, no s’utilitza de forma comu en procediments clinics en pacients i és
més invasiva, pero no tant com la ICV, ja que no creua el parénquima. En un estudi on es compara
I’administracié d’AAV9 directa en el LCR amb una administracio intravenosa en primats, va
demostrar major transduccio en el SNC utilitzant la injeccid directa en el LCR amb una dosi

inferior que lainjecci¢ intravascular (495). Actualment, ha demostrat ser eficient per al tractament
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de models de ratoli MPSIIIA i MPSIIIB (502,503), entre altres, i s’ha provat en animals grans la

seguretat, eficacia i duracié dels AAV amb aquest tipus d’administracié (504).

L’administracio intracerebroventricular (ICV) es realitza mitjangant una injeccid directa en els
ventricles laterals del cervell a través de neurocirurgia estereotactica, lliurant els vectors virals
directament en el liquid cefalorraquidi, de la mateixa manera que 1’administraci0 intratecal i
intracisterna magna, per tal de que es difonguin, permetent una amplia expressio en el SNC.
Inconvenientment, aquesta administracié és molt invasiva, t¢ menys capacitat de difusié per la
medul-la espinal que I’administracio intratecal, pero en canvi, més per al cervell. Malgrat aixo, la
penetracié a la parénquima cerebral es forca limitada, depenent en part del tipus de vector viral
utilitzat. L’administracié intracerebroventricular s’ha utilitzat exitosament per al tractament de

malalties neurodegeneratives en estudis preclinics amb animals (505-507).

Algunes malalties neurodegeneratives en que Unicament hi ha afectacio en una zona especifica
del cervell o del SNC es poden abordar amb administracions localitzades directament en el lloc
d’afectacio per assegurar la transduccio de les cel-lules diana i evitar la transduccio inespecifica
i potencialment toxica. D’aquesta manera es pot administrar dosis inferiors de particules virals.
La més freqiient és 1’administraci6é intraparenquimal, a través d’una injeccid intracerebral
utilitzant cirurgia estereotactica. Normalment, aquesta administracié directa al parénquima
cerebral mostra una difusio limitada al voltant del punt d’administracio, tot i que pot variar
depenent del tipus de vector viral utilitzat. Per tant, no és indicada per malalties
neurodegeneratives on hi ha més d’un teixit afectat. Inconvenientment, és molt invasiva, pero
malgrat aix0, s’esta utilitzant en estudis preclinics i clinics per al tractament de malalties
neurologiques com la leucodistrofia metacromatica (NCT01801709) (508), MPSIIIA
(NCTO01474343) (509,510) i el Parkinson (NCT00985517, NCT03562494).

13.3. El transgeén.

Els nivells, duraci6 i localitzacio de 1’expressio del gen terapéutic esta determinat en gran part al
disseny del constructe d’expressié que s’inclou en el vector viral. Donada la limitaci6 en la
capacitat d’empaquetament d’ADN dels AAV, de 4,7 kb, s’utilitza majoritariament formes
simples del gen terapéutic, sense introns, Unicament amb la regi6 codificant d’ADN essencial per
a poder sintetitzar la proteina. En el cas de I’ataxia de Friedreich, el gen sencer de FXN té una
mida d’aproximadament 80 kb, en canvi, la regi6 codificant Unicament 633 pb, i per tant pot
utilitzar-se en terapia génica amb AAV. Juntament amb el gen terapéutic, el constructe
d’expressio conté elements reguladors que tenen un paper determinant en els nivells i duracié de
I’expressid génica in vivo, a part del vector viral utilitzat. Entre les repeticions ITR, a banda del

gen terapéutic, el transgén conté essencialment un promotor i una seqiiencia de poliadenilacié
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com a elements minims necessaris per I’expressio, entre altres elements reguladors que poden

incloure.

Els promotors elegits per lliurar gens en el SNC acostumen a ser ubics, amb capacitat d’expressio
en tots els tipus cel-lulars com els promotors virics (CMV, SV40) (472,511), sintétics derivats de
virus (CAG) (367,369,472), promotors humans (EF1-a, UBC, GUSB, PGK1); o poden ser
especifics de cél-lules en general del sistema nervios (PPE) (512), o d’un tipus cel-lular concret
com neurones (SYN1, NSE, MeCP2) (513-515), astrocits (GFAP) (514,516), oligodendrocits
(MBP) (517), o microglia (F4/80) (518); cadascun d’ells caracteritzat per proveir una determinada
intensitat i duracio de I’expressio. Els promotors virals proveeixen inicialment una expressio forta
i ubiqua del gen terapéutic, pero cada cop s6n menys frequients en terapia génica in vivo amb
AAV, degut a que tendeixen a silenciar-se i a ser inactivats per la cel-lula hoste, ja que els
reconeixen com exogens, disminuint I’expressio del gen terapéutic en el temps (402,515,519). A
més, al ser una sequiéncia virica poden provocar una resposta immunitaria i inflamatoria contra el
transgén. En el seu lloc, s’han utilitzat derivats d’aquests promotors virics, utilitzant inicament
les regions potenciadores, per fer promotors sintétics, que proveeixen una molt forta expressio,
ubiqua i constitutiva com és el cas del CAG, ampliament utilitzat en estudis de terapia génica,
que inclou la regi6 potenciadora del promotor CMV (399,480). Els promotors humans tant ubics
com especifics de teixit o cél-lula, normalment sén menys potents que els promotors virics, en
quan a nivells d’expressio del transgén, perd no es silencien i no generen resposta immunologica,

i per tant poden proporcionar una expressio més duradora del transgen (520-522).

La sequéncia de poliadenilacio (poliA) és una llarga cadena de nucleotids adenina que s’afegeix
a la molécula d’ARNm que indica la fi de la transcripcio, afecta a 1’estabilitzacio de ’ARNm,
impedeix la seva degradacid, permet I’exportaci6 fora del nucli i que sigui traduida a proteina, i
per tant és essencial per I’expressio del gen terapéutic. S han utilitzat diverses sequiencies poliA
en terapia genica, les més comunes per la seva mida i assegurar una bona expressié son la de
I’hormona de creixement bovina (bGH) (512,523-525), la de I’hormona de creixement humana

(526), del SV40 late (525).

Addicionalment, es poden afegir altres elements reguladors per modular I’expressio del transgen,
tant en la part 5’ com 3’ del gen terapéutic. Entre el promotor i el gen terapeutic en terapia génica
s’han utilitzat ampliament introns per estabilitzar I’ ARNm, com I’intr6 del virus diminut de ratoli
(MVM), I’intr6 del virus SV40, la sequéncia donadora empalmament de la beta-globina, amb
I’acceptor de empalmament de la cadena pesada de la immunoglobulina (524-526), entre altres;
aixi com la inclusid de la sequéncia Kozak consens, que en eucariotes incrementa 1’eficiéncia de
reconeixement de I’ARNm al ribosoma per iniciar la traduccié a proteina; incrementant en
ambdos casos I’expressio del transgén. Entre el gen terapéutic i la poliA, s’han utilitzat elements

no codificants com a reguladors post-transcripcionals, estabilitzadors de I’ARNm com 1’element
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regulador posttranscripcional del virus de I’hepatitis de la marmota americana (WPRE), que quan
es transcriu crea una estructura terciaria, impedint la degradacio de I’ ARNm, protegint el transgen
del silenciament a llarg termini, i en consequéncia contribueix a incrementar els nivells

d’expressio del transgén en combinacié amb diversos promotors (512,527-530).

13.4. Seguretat de la terapia génica amb vectors virals adenoassociats.

Un dels reptes de la terapia génica és la seguretat. Els AAV, a diferéncia d’altres vectors virals
presenten més avantatges en aquest aspecte, ja que com s’ha comentat anteriorment, no sén
patogénics en humans, i presenten en general una lleu resposta immunologica. Tanmateix, la
poblacié humana té una exposicio generalitzada a una amplia varietat de serotips AAV, podent
generar una immunitat als AAV, que es caracteritza per la preséncia d’anticossos neutralitzants
(NADs) contra la capsida d’AAV. Aquesta preexisténcia immunitaria és un important repte a
superar en els assajos clinics humans amb AAV, ja que el sistema immune pot eliminar els AAV
i les cél-lules transduides, disminuint 1’eficiéncia de la terapia (531). A més, es pot generar una
resposta inflamatoria derivada d’aquesta resposta immunologica. Per tal de minimitzar la resposta
immunitaria i la neutralitzacio del virus en els assajos clinics que actualment s’estan
desenvolupant, es té en compte el serotip del AAV, el contingut del transgen, la via

d’administracid, la dosi, la prevalenca del serotip AAV en la poblacié humana, entre altres.

L’administracié intravenosa d’altes dosis d’AAV s’ha vist que pot induir una resposta
immunologica i inflamatoria a través de cél-lules T, i inclUs en primats s’ha demostrat que pot
causar toxicitat i la mort degut a una inflamaci6 sistemica (532-536). Recentment, la FDA va
suspendre un assaig clinic en fase | per la Distrofia muscular de Duchenne que utilitzava altes
dosis d’AAV9, degut a la reaccié immunologica en un pacient (NCT03368742). S’administren
dosis altes de manera intravenosa per al tractament de malalties neurodegeneratives perqué el
namero de particules que creuen la barrera hematoencefalica i arriben a transduir les cel-lules
diana mitjangant administracio periferica és baix. Per evitar aquest problema s’esta investigant
alternatives com altres vies d’administracio que permeten 1’administracio directa de les particules
virals creuant la barrera hematoencefélica, disminuint 1’exposicio al sistema immunologic, i
permetent administrar una dosi inferior sense disminuir I’eficiencia de transduccio a les cél-lules
diana, com per exemple I’administraci6 intratecal que ha demostrat ser segura en aquest aspecte
(466). Una alternativa en que s’esta treballant és millorar les capsides o utilitzar altres serotips o
variants d’AAV menys susceptibles als anticossos neutralitzants (537,538), 0 amb més eficiéncia
de transduccio6 de les cél-lules diana. Un estudi amb variants d’AAV (AAV-PHP-S, AAV-PHP.B
i AAV-PHP.Eb) administrades intravenosament van mostrar més eficiencia per creuar la barrera
hematoencefalica que el AAV9 per via intravenosa en ratolins, podent permetre administrar dosis

meés baixes (539-542). Tot i els prometedors resultats en ratoli, els resultats no es van traslladar a
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primats (543). Altres solucions que s’estan realitzant en assajos clinics per evadir la resposta
immunitaria, és 1’as de farmacs immunosupressors com ciclosporina A, micofenolat de mofetil,
tacrolimus, rituximab, sirolimus, metilprednisolona, entre altres; per reduir el nombre
d’anticossos neutralitzants de manera transitoria, anteriorment i posteriorment a 1’administracio
dels rAAV (544-546), o bé realitzar plasmaféresis en els pacients per absorbir les

immunoglobulines i reduir el titol d’anticossos neutralitzants d’AAV de la sang (547).

Cada malaltia neurodegenerativa difereix en els requeriments en termes del tipus cel-lular i el
nivells o rang de proteina terapéutica necessaria per tenir un resultat clinic rellevant i a I’hora
segur. Per exemple, el sindrome de Rett és potencialment tractable amb terapia génica. El
lliurament del gen MeCP2 a les neurones i glia han mostrat resultats positius millorant els
simptomes de la malaltia (548,549). Pero s’ha vist que la sobreexpressié de MeCP2 té efectes
negatius i toxicitat (548). Per tant, és necessari controlar 1’expressio del transgen per tenir uns
nivells segurs. De la mateixa manera, per 1’ataxia de Friedreich, la sobreexpressio de frataxina ha
demostrat ser toxica per les cél-lules incrementant els nivells d’estrés oxidatiu en diversos models
animals i cél-lules humanes en cultiu in vitro. En un estudi recent amb ratolins, es va descriure
que la frataxina era ben tolerada en un rang de fins a 9 vegades superior als nivells enddgens en
cor. Per0 nivells d’expressio superiors a 20 vegades els endogens, subministrats amb una terapia
génica amb AAVrh10 administrat intravenos amb un promotor d’expressio elevada CAG, causen
toxicitat mitocondrial a través de I’alteracio de I’activitat dels complexos I i II de la cadena
respiratoria, 1’alteracio de 1’estructura mitocondrial, la mort dels cardiomiocits i fibrosis que
condueix a una disfuncié cardiaca (550). També s’ha vist que la sobreexpressio de frataxina és
més o menys ben tolerada depenent del tipus cel-lular, teixit o organ. Nivells de fins a 90 vegades
superiors als endogens, que son altament toxics pel cor, son ben tolerats en fetge dels ratolins
(550). Un estudi en cél-lules humanes ha demostrat que la sobreexpressié de frataxina altera el
metabolisme cel-lular, incrementa ’estrés oxidatiu i I’acumulacié de ferro, de manera semblant
al deficit de proteina tipic de la patologia (551). En general, tenint en compte estudis en diferents
models experimentals, nivells de frataxina entre 6 i 10 vegades superiors als nivells endogens
poden causar toxicitat (185,218,268,269,551,552), mentre que nivells inferiors s6n ben tolerats
(19,267,279,553,554). Coneixent que els nivells deficients de frataxina son patologics, i que la
sobreexpressié pot causar el mateix efecte en les cél-lules, és important tenir en compte el rang

fisiologic de nivells de frataxina segur a I’hora de dissenyar una estratégia de terapia genica.
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13.5. Exit de la terapia génica amb vectors virals adenoassociats.

L’éxit d’un tractament amb terapia génica depén d’un disseny adequat que tingui en compte tots
els factors que poden determinar-ne I’eficiéncia. En primer lloc cal determinar el tipus de malaltia
que és vol tractar, entendre la fisiopatologia, les cél-lules diana afectades que cal tractar i els
nivells d’expressio terapeutics necessaris que cal subministrar per revertir el deficit funcional. En
malalties neurodegeneratives, on I’afectacio es troba en el SNC, cal tenir en compte les barreres
fisiologiques que cal afrontar per poder arribar a les cél-lules diana com la barrera
hematoencefalica. En segon lloc, cal determinar I’estratégia terapéutica adequada tenint en
compte el tipus de vector viral, la via d’administracio, el tipus cel-lular diana, la composici0 i
regulacid del transgén, la dosi, el métode sintesi dels vectors virals recombinants, la seguretat pels
pacients, I’espécie i soca d’animal en estudis preclinics, 1’edat, la qual és clau en les malalties

neurodegeneratives.

En els darrers anys, els AAV han estat els vectors d'eleccid en la majoria d'assajos clinics efectuats
per tractar patologies neurologiques. A dia d'avui s'han realitzat o s'estan realitzant un total de 244
assajos clinics emprant AAV com a vector, dels quals 104 estan en fase I, 84 en fase I/11, 25 en
fase I, 4 en fase I1/111, 24 en fase Ill. D’aquests 22 son per a malalties neurologiques, entre les
que es troben 1’Alzheimer, Parkinson, 1’atrofia muscular espinal (SMA), malaltia de Canavan,
Batten, Pompe, Danon, Gaucher, i Morquio, les mucopolisacaridosis tipus A i IlIB,
leucodistrofia metacromatica, I'esclerosi lateral amiotrofica (ELA), adrenoleucodistrofia lligada
al cromosoma X, la gangliosidosi tipus 1 i la neuropatia axonal gegant (GAN) (366,555) (Taula
6. ). Fins ara, aquests assajos clinics han demostrat la seguretat relativa de la terapia génica amb
AAV en més de 200 pacients amb diverses malalties neurologiques amb tot tipus
d’administracions (366). Tot i aix0, actualment no s’ha iniciat cap assaig clinic de terapia genica

per al tractament de 1’ataxia de Friedreich.
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; Serotip Referéncia Referéncia
Ll Fase AAV (Assaig clinic) (PMID)
Fase I, completada AAV2 NCT00229736 -
Fase | AAV2 NCT01621581 -
Fase | AAV?2 NCT01973543 30802998
. Fase I/11 AAV2 NCT00985517 23576625
Parkinson
21419704
Fase Il AAV2 NCT00643890 28405611
Fase I/11 AAV2 NCT02418598 -
Fase I/11 AAV9 NCT04127578 26392287
Fase Il AAV2 NCT02926066 -
Deficiéncia de L-aminoacid Fase Il AAV2 NCTO01395641 30169182
aromatic descarboxilasa
Fase | AAV2 NCT02852213 -
Fase I, completada AAV9 NCT02122952 30548438
Atrofia muscular espinal Fase Il AAV9 NCT03505099 -
Aprovat AAV9 NCT03955679 29091557
Mucopolisacaridosis tipus | Fase | AAV9 NCT03580083 32461912
Mucopolisacaridosis tipus I Fase I/1l AAV9 NCT03566043 32461912
S Fase 1/l AAVrh.10 NCT03612869 24524415
Mucopolisacaridosi tipus 1A
Fase /11 AAV9 NCT02716246 27331076
. o Fase I/11 AAV5 NCT03300453 28713035
Mucopolisacaridosi tipus 111B
Fase /11 AAV9 NCT03315182 24720466
Fase I/11 AAV1 NCT00976352 23570273
Malaltia de Pompe 23732990
Fase | AAV NCT02240407
ase 9 CT0224040 31796685
. Fase | AAVrh.10 NCT03634007 -
Alzheimer
Fase Il AAV2 NCTO00876863 29582053
Leucodistrofia metacromatica Fase I/1l AAVrh.10 NCT01801709 25758611
Malaltia de Canavan Fase I, completada AAV2 - 23253610
Fase I/11 AAVrh.10 NCT01161576 23131032
. Fase I/11 AAVrh.10 NCT01414985 23131032
Malaltia de Batten
Fase I/11 AAV9 NCT02725580 -
Fase I/11 AAV9 NCT03770572 -
Neuropatia axonal gegant Fase | AAV9 NCT02362438 29766026
Gangliosidosi Tipus 1 (GM1) Fase I/l AAV9 NCT03952637 31534909

Taula 6. Assajos clinics de terapia génica amb vectors virals adenoassociats (AAV) per tractar

malalties neurodegeneratives.
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L’objectiu principal d’aquest estudi és desenvolupar i avaluar preclinicament un tractament
de terapia genica basat en un vector viral adenoassociat en un model de ratoli amb ataxia
de Friedreich, amb potencial clinic i aplicabilitat translacional. Aquest objectiu principal es
subdivideix en els seglients objectius especifics:

1. Determinar els nivells d’expressié de frataxina i caracteritzar la patologia cel-lular
mitjangant 1’analisi ultraestructural i la funcié mitocondrial de cél-lules de pacients amb

ataxia de Friedreich.

2. Generar un vector viral adenoassociat de serotip 9 (AAV9) amb la seqliencia d’ADN
codificant per la proteina frataxina regulada per un promotor huma, ubic, metabdlic, de
poténcia moderada i de llarga durada (rAAV9-FXN) per tal d’aconseguir uns nivells de

frataxina en un rang fisiologic similar als nivells endogens humans no patologics.

3. Avaluar la biodistribuciod, duracio i els nivells d’expressio de frataxina en les cel-lules i
teixits diana afectes en 1’ataxia de Friedreich amb una Unica administracié intratecal del
vector rAAVI9-FXN en el ratoli YG8R.

4. Avaluar D’eficacia del tractament de terapia genica amb el vector rAAV9-FXN

administrat intratecalment en el model de ratoli d’ataxia de Friedreich YG8R mitjancant:
- L’avaluacio del fenotip motor i sensitiu.
- L’avaluacio de la neuropatologia i cardiomiopatia.

- L’avaluacid de la funcié mitocondrial.
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1. Caracteritzacio del gen FXN i la proteina frataxina.

Les sequencies del gen FXN i la proteina frataxina de les diferents espécies analitzades es van
extreure de les bases de dades del National Center for Biotechnology Information (NCBI) a través

del portal web (www.ncbi.nIm.nih.gov); i Uniprot (www.uniprot.org), respectivament.

A continuacio, en la taula es detallen totes les bases de dades, eines i programes bioinformatics,

que es van utilitzar per caracteritzar el gen i la proteina frataxina.

Eines bioinformatiques Portal web Funcid

https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi . L
BLAST (NCBI) P g g Alineaments de sequéncies

Jalview - d’ADN i proteina, i estudis de
conservacié entre organismes.

Clustal Omega https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/

Alibaba 2.1 http://gene-regulation.com/pub/programs/alibaba2/

PROMO 3.0 http://alggen.Isi.upc.es/ Predicci6 de llocs d’unié de

Consite http://consite.genereg.net/cgi-bin/consite factors de transcripcio.

Tfsitescan http://www.ifti.org/cgi-bin/ifti/Tfsitescan.pl

Target Scan Human 7.2 http://www.targetscan.org/vert_72/

Mirbase http://www.mirbase.org/ Predicci6 de llocs d’uni6 de
hit://zmf . microARN (ARNmi).

MiRWalk2.0 p-rzimt.ufhm. Lini-

heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk2/

MitoFates http://mitf.cbrc.jp/MitoFates/cgi-bin/top.cgi L .
Predicci6 de sequiencia de
http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP- localitzacié mitocondrial.

TargetP 1.1 1.1/index.php

Taula 7. Bases de dades, eines i programes bioinformatics utilitzats per a la caracteritzacio del gen

FXN i la proteina frataxina.

2. Caracteritzaci6 de la patologia a I’ataxia de Friedreich.

2.1. Obtencié de mostres de pacients amb ataxia de Friedreich i familiars portadors

i no portadors.

2.1.1. Extracciéo d’ADN i ARN de sang.

Es va extreure sang en tubs EDTA K2 i tubs PAXgene (BD biosciences, Franklin Lakes, NJ) de
pacients amb ataxia de Friedreich i familiars portadors i no portadors havent firmat el
consentiment informat en el qual autoritzava la utilitzacié d’aquestes mostres biologiques en
recerca experimental. EI tub EDTA K2 conté anticoagulant i permet 1’extraccio d’ADN de sang
total. El tub PAXgene conté un estabilitzador de I’ARNm, que n’evita la seva rapida degradacio

després de I’extraccio.
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2.1.2. Biopsia de pell per obtenir un cultiu primari de cel-lules fibroblasts.

Es va extreure una petita porcié de pell de 3 d’individus no portadors, 4 portadors i 5 afectes
d’ataxia de Friedreich. Es va disseccionar amb un bisturi estéril aproximadament 3 mm2 de
superficie x 1 mm de profunditat de pell de la cara interna del bra¢ préviament desinfectada amb
etanol 96%, i es va posar en medi de cultiu HANKS estéril a temperatura ambient, optim per a
mantenir el teixit. Posteriorment, en una campana d’extracci6 de bioseguretat tipus 11 NU-425-
400E (NuAire, Plymouth, MN), es va fragmentar la biopsia de pell en trossos més petits i es van
repartir en un flascé de 75 mm? durant 20 min sense medi. Seguidament, es va afegir medi de
cultiu DMEM complementat amb sérum i es van deixar a 37 °C per permetre que les cel-lules

fibroblasts s’adherissin al flasco obtenint un cultiu de cel-lules primaries humanes in vitro.

En funcio de la finalitat experimental, els fibroblasts humans de la pell crescuts en cultius in vitro
es van tractar de manera diferent. Per als estudis de quantificacié d’ARNm i proteina mitjangant
western-blot, es van recollir i congelar les cél-lules en tubs d’1,5 mL a -80 °C. Per als estudis
d’ultraestructura i morfologia mitjangant microscopia tomografica de raigs X amb llum de
sincrotrd es van créixer i després vitrificar sobre reixetes de carboni cobertes d’or Quantifoil
(R2/2) (Quantifoil Micro Tools GmbH, Grof3l6bichau, Alemanya).

2.2. Quantificacio dels nivells d’expressio d’ARNm de FXN de pacients amb ataxia

de Friedreich.

2.2.1. Obtencié d’ARN i analisi de la integritat i puresa.

L’ARN total es va aillar a partir de pellets congelats de cél-lules fibroblasts humanes cultivades
amb el kit de purificacié d’ARN RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemanya), i a partir de teixits
congelats de ratoli amb el kit de purificacio d’ARN RNeasy Plus Universal Mini Kit (Qiagen)
seguint les indicacions del fabricant en ambdds casos. Totes les mostres d’ARN extretes tant
humanes com de ratoli s’han analitzat mitjangant una electroforesi capil-lar amb I’instrument
Agilent 2200 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) per tal de fer-ne un control de
qualitat per mesurar la integritat i la puresa. La integritat es calcula mitjangant un algoritme que
calcula la proporcié d’ARN ribosomic 28S respecte 18S, 1 que resulta d’un valor d’integritat
d’ARN (RIN, RNA integrity number) que va de 1 a 10, on 1 és ARN altament degradat i 10
senyala la major integritat. Valors de RIN per sobre de 7 s’han adoptat com una integritat
acceptable. Pel que fa a la puresa de I’ARN, la mesura de I’absorbancia A260/280 per

espectrofotometria es va definir entre 2 i 2,2 els valors optims acceptables.

75



MATERIALS | METODES

2.2.2. Digital-droplet PCR.

La digital droplet PCR (ddPCR) es va utilitzar per caracteritzar amb gran exactitud els nivells
d’expressio d’ARNm de frataxina humana de c¢l-lules mononuclears de sang periférica d’una
familia de 5 individus amb un individu afecte d’ataxia de Friedreich. Per amplificar I’ARNm de
FXN huma es va utilitzar encebadors i sonda marcada amb el fluorofor FAM (dHsaCPE5031641;
PrimePCR ddPCR Gene Expression Probe Assay, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA),
dissenyats per amplificar una regié de 93 pb entre I’ex6 3 i 4, present en tots els transcrits descrits
fins I’actualitat. Com a control intern es va utilitzar encebadors i sonda marcada amb el fluorofor
HEX (PrimeTime® HEX-ZEN-lowa BlackFQ probes, Integrated DNA Technologies, Coralville,
IA) per amplificar una regié de 227 pb entre I’ex6 3 i I’ex6 6 de I’ARNm de la proteina d’uni6 a
TATA (TBP) (Taula 8).

Gen , Nom de Seqiiéncia nucleotidica (5* — 3°) Mida Ta Localitzacié , Mid'arde
I’encebador (pb) (°C) enelgen  Pamplicé (pb)
TBP-Fw TTCGGAGAGTTCTGGGATTGTA 22 58,6 Ex6 3
TBP TBP-Sonda-HEX TGAGGATAAGAGAGCCACGAACCACGG 27 67,7 Ex6 5 227
TBP-Rv TGGACTGTTCTTCACTCTTGGC 22 60,5 Ex06 5-6

Taula 8. Llista dels encebadors i sonda utilitzats per amplificar un fragment d’ARNm de TBP com a
control intern en la ddPCR. Ta, indica la temperatura d’anellament; Fw, forward; Rv, reverse; HEX,

Hexacloro-fluoresceina.

Per cada mostra, en un volum final de 20 uL per reacci, es va afegir 12 ng d’ARN extrets de
cel-lules mononuclears de sang periférica, els encebadors i la sonda pel FXN i pel TBP a una
concentraci6 final de 900 nM per cada encebador i 250 nM per cada sonda, 20 U/uL de I’enzim
retrotranscriptasa (One-Step RT-ddPCR Advanced Kkit, Bio-Rad Laboratories), la ddPCR
supermix (no dUTP) (One-Step RT-ddPCR Advanced kit, Bio-Rad Laboratories) que conté
inhibidors d’ARNases per protegir I’ARNm de la degradacié, i 15 mM de ditiotreitol (DTT)
(Ecogen, Barcelona, Espanya). Posteriorment, a partir d’aquesta mescla eS van generar les gotes
(droplets) amb el reactiu Droplet generation oil for probes (Bio-Rad Laboratories), quedant en
general una molécula d’ARN per gota. Immediatament després es van afegir en una placa de 96

pous.

Es va utilitzar el termociclador C1000 Touch™ thermal cycler (Bio-Rad Laboratories) a unes
condicions de 50 °C durant 1 hora per a la reaccié de retrotranscripcid. Seguidament, es va
realitzar la PCR d’amplificacié en unes condicions de 95 °C durant 10 min, 40 cicles amb una
desnaturalitzacié de 95 °C 30 s, i un anellament/extensio a 58 °C durant 60 s, seguit finalment
d’un cicle de 10 min a 98 °C per desactivar I’enzim polimerasa. Les gotes es van passar pel lector

fluorescent 0X200™ droplet reader (Bio-Rad Laboratories) i els resultats es van analitzar amb el
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programa QuantaSoft v.1.6 (Bio-Rad Laboratories). Les lectures de fluorescencia es van realitzar
a 520 nm i 550 nm que corresponen a les longituds d’ona d’emissi6 dels fluorofors FAM i HEX
respectivament. Per a cada mostra es van fer duplicats i es va incloure un control de
retrotranscripcio, en el qual no es va afegir I’enzim retrotranscriptasa, de manera que totes les
gotes positives resultants van ser producte de I’amplificacio inespecifica de I’ADN genomic. Es
va quantificar el nimero de gotes totals i el nimero de gotes fluorescents, positives en
I’amplificaci6 d’ARNm. EI numero de copies d’ARNm de FXN es va normalitzar respecte el
numero de copies d’ARNm del gen control TBP per cada mostra.

Reaccio de
Preparacio de les gotes retrotranscripcio i
(Droplets) PCR

Reaccid
positiva

Mosira =

Qli -h-Ud— QOli

Reaccid
negativa

@ Reaccio positiva
QO Reaccid negativa

Figura 9. Esquema del processament de la mostra d’ARNm per la generacio de les gotes i ddPCR.

2.2.3. PCR quantitativa a temps real (QRT-PCR).

Per quantificar els nivells d’ARNm total de frataxina de c¢l-lules fibroblasts es van dissenyar
encebadors i sonda marcada amb el fluorofor FAM (PrimeTime® FAM-ZEN-lowa BlackFQ
probes, Integrated DNA Technologies) entre els exons 3 i 4, per amplificar un fragment de 139

pb, compartit pels 4 transcrits de FXN humans descrits fins I’actualitat (Taula 9).

L’ARN total es va aillar de pellets de cél-lules fibroblasts humanes congelades amb el kit de
purificacié d’ARN RNeasy Mini Kit (Qiagen) seguint les indicacions del fabricant (veure apartat
2.1.1 de materials i métodes). A continuacio, es va sintetitzar I’ADNc amb el kit PrimeScript ™
RT reagent (Takara Bio, Shiga, Jap0), que conté 1I’enzim retrotranscriptasa PrimeScript RTase per
passar ’ARN a ADN complementari. 200 ng d’ARN total es van mesclar amb el buffer
PrimeScript 1X, PrimeScript RT Enzyme Mix I, 25 pmol Oligo dT Primer, 50 pmol de Random
6 mers en un volum final de 10 pL i es van incubar en el termociclador a 37 °C durant 15 min

realitzant la retrotranscripcio, i 85 °C durant 5 s per inactivar per calor 1I’enzim retrotranscriptasa.
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La reaccio de gRT-PCR es va realitzar en el termociclador LightCycler 480 (Roche Diagnostics,
Risch-Rotkreuz, Suissa) utilitzant placa de 96 pous en una reaccié amb un volum final de 10 uL,
que contenia 10 ng de ADN, els encebadors a una concentracio final de 900 nM cadascun i 250
nM de sonda, i la polimerasa TagMan™ Universal Master Mix II, no UNG 1X (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA). Les condicions de termociclador que es van utilitzar van consistir en
un cicle de 95 °C durant 10 minuts i 40 cicles de 95 °C durant 15 segons i 60 °C durant 1 minut.
L'analisi de la quantificacio relativa es va fer mitjancant el métode comparatiu Ct (AACt). Com a
control intern d’expressié endogena es van normalitzar els valors de qRT-PCR obtinguts de
I’expressi6 d’ARNm de frataxina total amb els valors d’expressi6 d’ARNm del gen beta 2-
microglobulina (B2M) (Hs.PT.58v18759587, Integrated DNA Technologies). Es van realitzar

triplicats de cada mostra pel gen d’interes i el gen control.

Mida Ta Localitzaci6 illeciels
Gen Nom de I’encebador Seqiiéncia nucleotidica (5’ —3°) (ob) (°C) enelgen l’azg]l;;icé
hFXN & mFxn_Fw TTGAAGACCTTGCAGACAAG 20 559 Ex6 3
FXN hFXN & mFxn_Sonda FAM  AGGAACCTACGTGATCAACAAGCAGAC 27 571 Ex6 4 139
hFXN & mFxn_Rv AGCCAGATTTGCTTGTTTGG 20 572 Ex6 4
B2M_Fw GGACTGGTCTTTCTATCTCTTGT 23 573 Exo6 2
B2M B2M_Sonda-FAM CCTGCCGTGTGAACCATGTGACT 23 653 Ex6 2 143
B2M_Rv ACCTCCATGATGCTGCTTAC 20 57,7 Ex6 3-4

Taula 9. Llista dels encebadors i sondes utilitzats per amplificar ARNm de FXN i B2M en la qRT-

PCR. Ta, indica la temperatura d’anellament; Fw, forward; Rv, reverse; FAM, amidita de fluoresceina.

Es van quantificar també els nivells d’expressio d’ARNm de frataxina en cél-lules mononuclears
sanguinies humanes utilitzant el mateix procediment, reactius i condicions de reaccio i
termociclador perd amb els encebadors i sonda per la frataxina humana (dHsaCPE5031641;
PrimePCR ddPCR Gene Expression Probe Assay, Bio-Rad Laboratories), i la proteina d’uni6 a
TATA (TBP) com a control intern d’expressio (Taula 8).

2.3. Criomicroscopia tomografica de raigs X a partir de [lum de Sincrotro.

Primer es van cultivar les cél-lules fibroblasts humanes d’individus no portadors, individus
portadors i individus amb ataxia de Friedreich, sobre reixetes Quantifoil R2/2, circulars, de
carboni, cobertes d’or i amb forats de 2 um separats entre si per 2 pum (Quantifoil Micro Tools
GmbH), durant 24 h a 37 °C, amb medi de cultiu DMEM complementat amb sérum. A
continuacio, després de 2 rentats amb PBS 1X a 37 °C, es va afegir una petita aliquota amb
marcadors fiducials d’or que serveixen per poder alinear les projeccions angulars en la
reconstruccio tomografica. Els marcadors fiducials es van posar a la superficie del Quantifoil, i

30 segons després es va eliminar I’excés de liquid utilitzant paper de filtre Whatman #1 per deixar
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Unicament una capa fina de liquid cobrint les cél-lules. Immediatament es van vitrificar les
mostres en la camera de ciopreparacié Leica EM-CPC (Leica, Wetzlar, Alemanya), submergint
la reixeta en eta liquid i mantenint-les a -170 °C amb nitrogen liquid. Seguidament es va
comprovar la qualitat de les reixetes vitrificades amb el microscopi de llum visible Zeiss Axio
Scope (Zeiss, Oberkochen, Alemanya), utilitzant un adaptador LINKAM CMS196 per mantenir
les mostres criopreservades, i aixi seleccionar les reixetes més ben conservades, amb la
confluencia i el gruix de gel adequats. Posteriorment, es van transferir les mostres a la cambra del
microscopi de transmissio de rajos X (TXM) en condicions criogeniques de la linia MISTRAL
del Sincrotr6 ALBA (Figura 10).

En el sincrotrd els electrons son accelerats a la velocitat de la [lum en un circuit circular magnétic.
Com a producte es generen una série de llums tangencials, de les quals la linia MISTRAL ailla
els rajos X, que es van fer passar a través de la mostra després de ser monocromatitzats regulant
la intensitat d’energia de fotons a 520 eV. La llum difractada que resulta de travessar la mostra,
es va projectar en una camera CCD retroiluminada, refredada termoeléctricament, formant una

imatge magnificada de la mostra (556,557) (Figura 10).

Es va seleccionar I’area de la cél-lula en la qual es va adquirir la tomografia mitjancant un objectiu
amb un ample de banda exterior de 40 nm. El microscopi TXM permet inclinar la mostra, de
manera que es van poder adquirir una série de projeccions de la mostra amb diferents graus
d’inclinacio, podent obtenir una reconstruccid tridimensional. Un cop seleccionada 1’area
cel-lular d’interés es va adquirir 121 projeccions, des de -60 a 60 °C, una per cada angle de rotacié
de la mostra, amb un camp de visié de 10-15 x 10-15 um?, i una inclinacié total de 121 °C. La

mida efectiva del pixel a les imatges va ser de 13 nm (556,557).

La desconvoluci6 i alineament de la série de tomografies inclinades adquirides es va fer amb el
programa IMOD (University of Colorado, Boulder, CO) (558), gracies als marcadors fiducials.
Les reconstruccions finals es van realitzar mitjancant la técnica de reconstruccié iterativa
simultania (SIRT) amb el programa TOMO3D (CSIC, Madrid, Espanya) (559). La visualitzacio,
processament i analisis de les imatges de les tomografies mitjancant la identificacié i marcatge
dels diferents organuls cel-lulars es va realitzar amb el programa AMIRA (Thermo Fisher
Scientific). Finalment, les imatges volumetriques tridimensionals i la quantificaci6 de I’area i els
volums cel-lulars es van realitzar amb el programa Chimera (University of California, San
Francisco, CA) (556,557,560).
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Figura 10. Esquema de la metodologia utilitzada per a P’analisi ultraestructural de cél-lules
fibroblasts de pacients FRDA per microscopia tomografica de raigs X en la linia MISTRAL del
Sincrotré ALBA. Figura adaptada de (557).

3. Model de ratoli amb ataxia de Friedreich.

Per desenvolupar aquest estudi, es va utilitzar ratolins transgenics hemizigots YG8R (YG8R Tg/-
) com a model animal d’ataxia de Friedreich i ratolins salvatges (WT) com a control, ambdds de
la soca C57BI6/J (192).

Els ratolins YGS8R de la soca B6.Cg-Fxn™™ " Tg(FXN)YG8Pook/J, generats pel Dr. Mark Pook
(Brunel University London), sén knock-out pel gen endogen de la frataxina del ratoli (Fxn™), i es
van rescatar amb un transgén introduit mitjancant un cromosoma artificial de llevat (YAC), amb
dues copies en tandem del gen complet huma FXN, ambdds amb expansions patologiques del
triplet GAA dins I’intr6 1, concretament de 90 1 190 repeticions (192,278). D’aquesta manera, els
ratolins YG8R expressen unicament frataxina humana i mostren una afectacio del fenotip motor-
sensitiu i una patologia multisistémica, moderada, perd progressiva, similar als pacients amb

ataxia de Friedreich, esdevenint actualment el millor model animal de la malaltia (192).

3.1. Estabulacié i manteniment de la colonia de ratolins.

Es van adquirir dues parelles reproductores de ratolins transgénics hemizigots YG8R (#012253 a
The Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME) i es van importar al Centre d’Experimentacié Animal
de I'Institut de Recerca Germans Trias i Pujol (IGTP) a Can Ruti, Badalona per establir una

colonia.

80



MATERIALS | METODES

Per obtenir el nimero de ratolins suficient per poder realitzar 1’estudi es van fer creuaments entre
ratolins YG8R transgénics hemizigots (Tg/-). La descendéncia resultant d’aquest creuament pot
donar ratolins amb tres genotips diferents, tots ells knock-out per la frataxina endogena de ratoli i
que es diferencien en funcié del nimero de copies del transgén que hereten. Per tant, s’obtenen
ratolins homozigots (Tg/Tg) amb dues copies del transgén huma, una a cada al-lel, i per tant 4
copies del gen de FXN huma; o ratolins hemizigots (Tg/-) amb una sola copia del transgen huma
enundelsal-lels i per tant amb 2 copies del gen huma de frataxina. Els ratolins KO per la frataxina
endogena i que no tenen cap copia del transgén no arriben a néixer, tenen letalitat embrionaria,

degut a que la falta total de frataxina és essencial pel desenvolupament embrionari.

Creuamenti descendéncia

oo . 4B

— T—

J YG8R hemizigot (Tg/-) 2 YG8R hemizigot (Tg/-)
|
| I

. .
5&’;/*;;:/\\\, éf}%
S~ —

YG8R homizigot (Tg/Tg) YG8R hemizigot (Tg/-) Mort en estat embrionari

(2 copies del transgen) (1 copia del transgen) Sense transgen (-/-)

Figura 11. Esquema del creuament realitzat i genotips que s'obtenen en la descendencia.

Per desenvolupar aquest estudi de terapia génica es van utilitzar els ratolins transgénics
hemizigots YG8R (Tg/-) perque contenen menys copies del gen FXN i, per tant, tenen nivells més
baixos de proteina frataxina que els ratolins homozigots YG8R pel transgén (Tg/Tg). Aixo
proporciona un fenotip patologic més greu en els ratolins transgenics hemizigots YG8R (Tg/-),
més semblant a 1’ataxia de Friedreich (200,289). En els estudis de quantificaci6 d’ARNm i
proteina frataxina, i en 1’avaluacio de la funcié mitocondrial es van incloure ratolins homozigots

(Tg/Tg) com a control de sobreexpressio de frataxina.

Es van utilitzar un total de 147 ratolins, dels quals 39 eren ratolins WT C57BI6/J, 90 eren ratolins

transgenics hemizigots (YG8R Tg/-) i 18 ratolins transgénics homozigots (YG8R Tg/Tg).

Els ratolins es van mantenir en condicions SPF-like a una temperatura entre 20-23 °C, humitat
controlada entre 45-60% i amb cicles de llum-foscor de 12 hores. Es van estabular en gabies
tancades NexGen Cages de 194 mm x 130 mm x 381 mm (Allentown Inc, Allentown, NJ) en un
rack ventilat NexGen mouse 500 (Allentown Inc). L’interior de les gabies contenia encenall de
fusta absorbent Lignocel 3-4S (J.Rettenmaier & Sohne, Rosenberg, Alemanya), que es canviava

setmanalment. Els ratolins tenien accés il-limitat a aigua autoclavada i pinso per rosegadors
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irradiat amb 18% de proteina Teklad 2918 (Envigo, Indianapolis, IN). El rack ventilat es va
mantenir en pressio positiva durant el creixement i manutencio de la colonia, i es va canviar a
pressio negativa quan es van administrar els vectors virals adenoassociats per tal d’evitar-ne la

difusi6 fora de les gabies.

Tots els procediments amb animals es van realitzar estrictament d'acord amb la Directiva del
Consell de la Comunitat Europea i les regulacions governamentals (Decret de la Generalitat de
Catalunya, 214/97, de 30 de juliol) i van ser aprovats préviament pel comité etic sobre
experimentacioé animal de I'Institut d’investigacio Germans Trias i Pujol (IGTP).

3.2. Genotipatge.

3.2.1. Extraccio d’ADN de la cua de ratolins.

Per congéixer el genotip de ratolins, es va tallar una petita porcio de la punta de la cua dels ratolins,
d’’uns 3 mm, i es va congelar i mantenir immediatament en gel sec per evitar la degradacio de
I’ADN. L’ADN es va extreure amb el kit de purificacid6 d’ADN Maxwell® 16 (Promega
Corporation, Madison, WI) i I’instrument Maxwell® 16 (Cat.# AS2000; Promega Corporation)
seguint les instruccions del kit. A continuacio, es va quantificar la concentracié d’ADN i la puresa

de I’extraccio a I’espectrofotometre NanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific) (561).

3.2.2. PCR per comprovar el fons genétic knock-out pel gen Fxn.

Per comprovar que els ratolins YG8R adquirits a The Jackson Laboratory eren knock-out en
homozigosi pel gen endogen de la Fxn murina i mantenien aquesta condicié en la descendéncia,
es va realitzar una PCR a partir de 10 ng d’ADN extret de la cua de ratoli amb els encebadors
especifics WJ5 a 0,4 uM de concentracio final, WN39 a 0,4 uM i WC76 a 0,2 uM (Taula 10).
Es va utilitzar I’ ADN polimerasa MyTaq™ DNA Polymerase 1X (Bioline, Londres, Regne Unit)
i el MyTaq reaction buffer 1X, que conté una concentraci6 final d’1 mM dNTPs i 3 mM MgCl..
Les condicions del termociclador van ser d’un cicle de desnaturalitzacié de 95 °C durant 3 min,
seguit de 30 cicles amb 95 °C 15 s, 55 °C durant 15 s, 72 °C 20 s, i finalment un cicle d’elongacid
a 72 °C durant 30 s. Els resultats de I'amplificacio de PCR es van revelar per electroforesi en gel
d'agarosa al 2%. Es va incloure com a control un ratoli WT pel gen Fxn i un ratoli heterozigot,
que conté un al-lel WT i un al-lel KO i que es va obtindré amb el creuament entre un ratoli YG8R
i un ratoli WT. La mida de I’amplic6 de I’al-lel WT és de 520 pb i la de 1’al-lel KO 245 pb.

Encebador Seqgiiéncia nucleotidica (5> - 3°) Mida (pb) Ta (°C) Localitzaci6 en el gen Mida de ’amplicé

WJ5 CTGTTTACCATGGCTGAGATCTC 23 58,9 Intré 3
WT: 520 pb
WN39 CCAAGGATATAACAGACACCATT 23 56 Intré 3 P
KO: 245 pb
WC76 CGCCTCCCCTACCCGGTAGAATTC 24 66 Intré 3
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Taula 10. Llista dels encebadors utilitzats per comprovar el genotip del gen endogen Fxn dels ratolins

YG8R. Ta, indica la temperatura d’anellament.

3.2.3. Quantificacio del namero de copies del transgen.

La quantificacio del nimero de copies del transgen, que conté dues copies en tandem del gen
huma FXN, es va realitzar mitjancant PCR quantitativa a temps real (QPCR). D’aquesta manera
es va poder diferenciar els ratolins transgenics hemizigots YG8R (Tg/-), dels ratolins transgénics
homozigots (Tg/Tg) amb el doble de copies del transgen. La PCR quantitativa es va realitzar a
partir de 10 ng d’ADN genomic extret de cua de ratoli amb 0,2 uM de cadascun dels encebadors
forward i reverse i TB Green Premix Ex Taq (Tli RNase H Plus) 1X (Takara Bio). Els encebadors
especifics del gen d’interés es van dissenyar per amplificar 102 pb de I’intrd 1 del gen huma FXN
(Taula 11). Aquestes seqiiencies son especifiques del gen huma FXN i no es troben en el gen
endogen muri Fxn. Com a control intern de nimero de copies, es va amplificar una regi6 de 74
pb del gen apolipoproteina B-100 isoforma X1 (ApoB) del genoma del ratoli (Taula 11). La PCR
quantitativa es va realitzar amb 1’instrument LightCycler 480 (Roche Diagnostics) en unes
condicions de termociclador de 95 °C durant 30 s, i 40 cicles de 95 °C durant 5 s, 60 °C durant 20
S i 72 °C durant 20 s. Es va incloure de rutina com a controls 2 ratolins de genotip conegut
hemizigots i 2 ratolins homozigots pel transgén. Es van fer triplicats de cada mostra pel gen
d’interés i el gen control. El nimero de copies del transgén es va calcular mitjangant la
guantificacio relativa (RQ) normalitzada al nimero de copies conegut de les mostres de ratolins

control hemizigots utilitzant el métode comparatiu Ct (AACt) (561).

Mida Ta Localitzacié Mida de
(pb) (°C) enelgen  Pamplicé (pb)

hFXN transgen_Fw GAACTTCAAATTAGTTCCCCTTTCTTC 27 589 Intr6 1

Gen Nom de I’encebador Seqiiéncia nucleotidica (5’ — 3°)

FXN 102
hFXN transgén_Rv CACAGCCATTCTTTGGGTTTC 21 58 Intré 1
ApoB_Fw CACGTGGGCTCCAGCATT 18 60,4 Ex6 26

ApoB 74
ApoB_Rv TCACCAGTCATTTCTGCCTTTG 22 59 Ex6 26

Taula 11. Llista dels encebadors utilitzats per quantificar el nimero de copies del transgén huma dels

ratolins YG8R per gPCR. Ta, indica la temperatura d’anellament; Fw, forward; Rv, reverse.

3.2.4. TP-PCR basada en fluorescéncia.

Per comprovar que els ratolins YG8R contenen les expansions GAA en I’intrd 1 del gen FXN, es
va fer una triplet repeat primed PCR (TP-PCR) basada en fluorescéncia utilitzant tres encebadors
especifics (Taula 12). L’encebador forward marcat amb el fluorofor FAM s’uneix especificament
en una regié de I’intro 1 a 5° del triplet de repeticions GAA. L’encebador reverse dissenyat per

unir-se a les repeticions GAA en la cadena complementaria, consta de 6 unitats del triplet de
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repeticio i una cua a 5’ que és utilitzada per a que s’uneixi especificament un segon encebador
reverse, que evita I’escur¢ament progressiu dels productes de PCR durant els subseqiients cicles
(Taula 12). La PCR es va realitzar a partir de 50 ng d’ADN genomic extret de cua de ratoli, 0,3
MM de cadascun dels encebadors, 1 U de I’ADN polimerasa Tag DNA Polymerase (Thermo
Fisher Scientific), 1X del tamp6 de PCR (Thermo Fisher Scientific), 1,5 mM de MgCl; i 1 mM
de dNTPs. Les condicions de termociclador van ser d’un cicle de 7 min a 95 °C, seguit de 40
ciclesde40sa95°C, 1 mina58°C, 3 mina 72 °C i una extensio final de 10 min a 72 °C. L’analisi
del producte fluorescent de PCR es va realitzar en el seqiienciador d’ADN fluorescent amb laser
automatitzat ABI 3130XL Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific), utilitzant el marcador
estandard intern ROX-GS500 (Applera Corporation, Norwalk, CT) i el programa GeneScan 3.1
(Thermo Fisher Scientific). Valors en un rang de 200 a 7000 unitats de fluorescéncia es van
considerar de confian¢a. Com a controls es va incloure una mostra d’ADN humana d’un individu

sa no portador, d’un individu afecte d’ataxia de Friedreich i un ratoli WT.

Mida Ta  Localitzacié

Nom de I’encebador Seqiiéncia nucleotidica (5’ — 3’) (ob) (°C) en el gen
FAM-hFXN_Intl_Fw GGGATTGGTTGCCAGTGCTTAAAAGTTAG 29 58,9 Intré 1
hFXN_Intl.Exp_Rv + Cua TACGCATCCCAGTTTGAGACGTTCTTCTTCTTCTTCTTC 39 45,8 Intré 1
CuaRv TACGCATCCCAGTTTGAGACG 21 60,4

Taula 12. Llista dels encebadors utilitzats per comprovar ’expansio del triplet de repeticions GAA

en el gen FXN dels ratolins YG8R. Ta, indica la temperatura d’anellament; Fw, forward; Rv, reverse.

3.2.5. PCR per comprovar el nimero de repeticions GAA.

Per quantificar el nimero de repeticions del triplet GAA en I’expansi6 dins ’intr6 1 del gen huma
transgénic FXN en els ratolins YG8R, es va fer una PCR utilitzant dos encebadors especifics,
dissenyats a 5 i 3° del triplet de repeticions GAA. En una reaccio de 20 pL de volum final, es va
mesclar 50 ng d’ADN extret de cua de ratoli, 0,2 UM de cadascun dels encebadors, 1% de
formamida, 0,1 U de I’ADN polimerasa MyTaq DNA Polymerase (Bioline) i 1X del tampo
MyTaq reaction Buffer (Bioline). Les condicions de termociclador que es van utilitzar van ser un
cicle de desnaturalitzaci6 de 3 min a 95 °C, seguit de 30 cicles de 30 sa 95°C, 35sa62,5°C, 1
min a 72 °C, i finalment un cicle d’elongaci6 de 7 min a 72 °C. El producte de PCR es va analitzar
mitjancant electroforesi capil-lar en el bioanalitzador 2200 TapeStation (Agilent Technologies) i
el programa informatic 2200 TapeStation (Agilent Technologies). Com a controls es va incloure
mostres d’ADN humanes d’individus no afectes d’ataxia de Friedreich i una mostra d’ADN de
ratoli WT. D’acord amb The Jackson Laboratory del ratoli WT no s’hauria de mostrar cap
producte amplificat, mentre que del ratoli YG8R s’haurien d’obtenir de 3-4 bandes entre ~810-

1.050 bp. Per calcular el nimero exacte de repeticions GAA es va aplicar la formula: [(NUmero
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de pb de la banda producte de la PCR resultant) — 450] /3. On 450 s6n els nucleotids de I’amplico
que no corresponen a les repeticions GAA, 195 bp des de 1’encebador forward fins I’inici de les
repeticions GAA i 255 bp des de les repeticions fins I’encebador reverse. Finalment, es divideix

entre 3 perque es tracta d’un triplet de nucleotids.

Mida Ta Localitzacio

Nom de I’encebador Seqiiéncia nucleotidica (5’ — 3’)
(pb) °C en el gen
hFXN_NG_Intl_Fw GGGATTGGTTGCCAGTGCTTAAAAGTTAG 29 66 Intré 1
GAA-R_FXN_EXP_Rv GATCTAAGGACCATCATGGCCACACTTGCC 30 72 Intré 1

Taula 13. Encebadors utilitzats per quantificar el nimero de repeticions trinucleotides GAA en el

gen FXN dels ratolins YG8R. Ta, indica la temperatura d’anellament; Fw, forward; Rv, reverse.

4. Generacio de vectors d’expressié de frataxina.

4.1. Clonatge.

Per tal de generar vectors d’expressio de frataxina es va utilitzar el plasmidi d’expressio per
cel-lules de mamifer pcDNA3.1 (Thermo Fisher Scientific), que conté I’origen de replicacio (pUC
ori) per poder replicar-se en bacteries i obtenir un alt nimero de copies; un gen de resistencia a
ampicil-lina regulat pel propi promotor del gen, per poder fer la seleccid de les colonies que es
transformen amb el plasmidi i el lloc multiple de clonatge (MCS), on hi ha diversos llocs de
restriccid d’enzims especifics amb els quals es pot tallar I’ADN i introduir altres fragments
d’ADN. EI plasmidi es va utilitzar com a motlle, a partir del qual es van modificar els seus

elements mitjancant clonacio per tal d’expressar la proteina frataxina.

Per introduir la sequiéncia codificant de la frataxina (donada pel Dr. Mark Pook, Brunel University
London) i els elements reguladors en el plasmidi d’expressio i aixi expressar la proteina frataxina,
es va utilitzar el sistema de clonatge In-Fusion (In-Fusion® HD Cloning Kit, Takara Bio). Per
una banda, es va amplificar el plasmidi d’expressio circular mitjangant PCR invertida amb I’ADN
polimerasa d’alta fidelitat CloneAmp™ HIFI DNA polymerase (Takara Bio), que ja conté el
tampd de la reacci6 i dNTPs; i encebadors especifics, dissenyats en el lloc on es volia incloure
I’insert, per tal d’obtenir com a producte d’amplificacio el plasmidi linealitzat. Paral-lelament, es
va amplificar també per PCR el fragment d’ADN que es volia inserir en el plasmidi amb la
mateixa ADN polimerasa i amb encebadors especifics que contenen 15 pb de cua en la part 5°,
que son complementaris als 15 pb dels extrems del plasmidi lineal amplificat per PCR invertida.
Les condicions de termociclador de la PCR que es van utilitzar en general van ser una
desnaturalitzacid inicial de 3 min a 95 °C, seguit de 35 cicles de 15sa 98 °C, 20 s a la temperatura
d’anellament adequada per cada conjunt d’encebadors, i el temps d’elongacid necessari per cada

amplicé a 72 °C. Finalment es va fer un cicle d’elongaci6 a 72 °C amb un temps que depenia de
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la mida dels amplicons, perd que es va calcular a 1 min/kb. Les condicions de PCR es van canviar
adaptant-les a cadascun dels amplicons degut a la seva longitud de seqiiencia nucleotidica i a les

caracteristiques d’anellament dels encebadors dissenyats per cadascun dels clonatges.

El producte de la PCR es va separar per mida en una electroforesi en gel d’agarosa entre 0,8-2%,
depenent de la mida dels amplicons esperats (veure apartat 4.3.1 de materials i metodes). Es van
tallar i recollir les bandes que contenien els amplicons especifics corresponents al plasmidi
linealitzat i I’insert que es volia introduir. Aquestes bandes es van purificar en columna d’afinitat
d’ADN amb el kit NucleoSpin®PCR clean-up & Gel extraction (Macherey-Nagel, Bethlehem,

PA), després d’haver degradat i eliminat 1’agarosa seguint les indicacions del kit.

Un cop purificats els amplicons, es va realitzar el clonatge amb 1’enzim In-Fusion HD Enzyme
1X (Takara Bio) en una reaccié amb 75 ng del plasmidi i 75 ng d’insert en un volum final de 10
uL i incubant la mescla a 50 °C durant 15 min. L’enzim In-Fusion actua de recombinasa i lligasa,
empalmant els 15 pb dels extrems de I’insert amb els extrems del vector linealitzat, de manera
que es va obtenir el plasmidi amb I’insert circularitzat. Les quantitats de plasmidi i insert es van
modificar en casos puntuals en funcié de la mida dels amplicons per tal d’optimitzar la reacci6 de

clonatge.

La técnica de clonatge In-Fusion va permetre realitzar combinacions de disseny diferents, on
segons la conveniéncia del clonatge es van dissenyar els encebadors amb cua de 15 pb per
amplificar el plasmidi, enlloc de I’insert. A més, la técnica va permetre introduir mutacions
puntuals en la sequencia del vector, dissenyant encebadors amb cua amb canvis nucleotidics
respecte la seqtiencia motlle d’ADN. La majoria de clonatges realitzats van consistir en introduir
diferents seqiiéncies d’ADN reguladores a 5’ 1 3’ de la seqiiéncia codificant de frataxina com
promotors i elements de regulacio6 posttranscripcional, entre altres. En alguns vectors es va clonar
enlloc de la seqliéncia codificant de frataxina, la sequéncia codificant del gen de la luciferasa
firefly (1.653 pb) per poder determinar mitjangant assajos de bioluminescéncia en cel-lules in
vitro I’eficiéncia d’expressié que aporten els diferents elements reguladors introduits en el vector,
i posteriorment determinar la biodistribucié in vivo dels vectors virals AAV9 injectats en els

ratolins.

4.2. Transformacio en cél-lules bacterianes competents.

La transformacié en cél-lules bacterianes competents es va realitzar mitjangcant xoc térmic, on es
va introduir el plasmidi circular clonat en I’interior de bactéries per produir-ne un gran nimero
de copies. Es va mesclar 2,5 pL del producte de la clonacié amb 50 pL de bacteries competents
Stellar Competent cells (Takara Bio) i es van incubar durant 30 min en gel. Les Stellar Competent

cells son bactéries Escherichia coli (E. coli) de la soca HSTO08, aptes per tenir una eficiéncia de
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transformaci6 elevada i amb abséncia del gen que talla 1’ ADN metilat. Com a control de clonatge
es va utilitzar bactéries competents transformades amb una mescla d’insert i vector pero sense
I’enzim recombinasa In-Fusion. A continuacié es va realitzar el xoc térmic a 42 °C durant 45 s en
el bany maria, i immediatament en van posar en gel durant 2 min, per aixi permeabilitzar la paret
bacteriana i permetre ’entrada del plasmidi clonat en I’interior de la bactéria. Es va créixer la
bactéria en medi SOC en agitacid a 37 °C durant 1 h per permetre que les bacteries transformades
expressin el gen de resisténcia a I’antibiotic ampicil-lina, que conté el plasmidi. Seguidament, es
van escampar 50 pL del cultiu de bactéria en plaques de cultiu LB-agar amb ampicil-lina (50
pg/mL) i es van incubar a 37 °C tota la nit. Posteriorment, les colonies crescudes potencialment
transformades amb el plasmidi d’expressio clonat, es van créixer en cultiu bacteria liquid LB i
ampicil-lina (50 pg/mL) a 37 °C en agitaci6é durant tota la nit per obtenir un gran nimero de
bactéeries transformades i aixi multiplicar el nimero de copies del plasmidi d’expressio.
Finalment, es va extreure, aillar i purificar I’ ADN plasmidic clonat del cultiu bacteria en columnes
ioniques carregades positivament dels kits d’extraccido i purificacio6 Maxiprep, Midiprep,

Miniprep (Qiagen), seguint les instruccions del kit.

4.3. Comprovacioé de I’eficiéncia del clonatge.

Després de la purificacié dels vectors d’expressio clonats es va comprovar la concentracio i la
puresa mitjancant 1’espectrofotometre NanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific).
L’interval de puresa (Azorso) acceptat va ser entre 1,7 i 2. Posteriorment es va comprovar
’eficiéncia de la clonaci6 tallant el vector amb enzims de restriccid especifics o mitjangant PCR
amb encebadors especifics dissenyats per amplificar un amplicé des de I’interior de I’insert a
I’interior del vector i comprovar-ne també la direccionalitat. Ambdds metodes es van correr en
una electroforesi en gel d’agarosa per diferenciar el producte de cada reaccié per mida dels
fragments d’ADN resultants (veure apartat 4.3.1 de materials i métodes). Quan es va verificar
I’eficiéncia de clonacio de cadascuna de les colonies bacterianes transformades, es va sequlienciar
el vector amb I’insert per comprovar que no hagués variacions de nucleotids puntuals degudes a
errors de I’ADN polimerasa en la reaccié PCR d’amplificacio inicial, 0 en la replicacio bacteriana
que afectin 1’expressié de la proteina frataxina esperada (veure apartat 4.3.2 de materials i

meétodes).

Aquest procediment es va realitzar per cadascun dels vectors d’expressid generats, aplicant els
canvis convenients en la reaccié de PCR o enzims de restricci6é en funcié de cadascuna de les

seqliencies de plasmidi i insert determinades que es van clonar.
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4.3.1. Electroforesi en gel d’agarosa.

Els productes de PCR dels plasmidis linealitzats, inserts i fragments per comprovar 1’eficiéncia
de la clonacid, aixi com els productes de digestio d’ADN amb enzims de restriccid es van correr
per electroforesi en gels d’agarosa. Aquests gels contenien entre 0,8-2% d’agarosa (Ecogen), en
funcid de la mida dels amplicons, tampé Tris-Borat-EDTA (TBE), i RedSafe™ Nucleic Acid
Staining Solution (iNtRON Biotechnology, Seongnam, Corea del sud), per marcar I’ADN i
visualitzar-lo posteriorment a través del transil-luminador d’UV (Uvitec, Cambridge, Regne
Unit). Per carregar I’ADN del producte de PCR i les digestions en el gel d’agarosa, abans es va
mesclar amb un tamp6 de carrega 6x Orange DNA loading dye solution (Thermo Fisher
Scientific). Es va aplicar una corrent eléctrica entre 90 - 110 V per separar els fragments d’ADN
per mida i poder diferenciar les bandes dels amplicons resultants. Com a marcadors de mida es
van utilitzar Hyperladder | (1.000 bp — 10.000 bp) i Hyperladder IV (100 bp — 1.000 bp) (Bioline).

4.3.2. Sequenciaci6 per Sanger.

En primer lloc es va realitzar una PCR de seqiienciacié amb el kit de seqiienciacio BigDye™
Terminator v3.1 (Thermo Fisher Scientific) a partir de 50 ng d’ADN i un encebador especific que
permet cobrir la seqliéncia d’ADN a seqiienciar i amb les condicions de termociclador d’un cicle
a 95 °C durant 5 min, i 30 cicles a 95 °C 10 s i 60 °C 4 min. Posteriorment, es va precipitar I’ADN
amb EDTA 4 mM, acetat de sodi 0,1 M i etanol absolut fred i es va centrifugar durant 30 min a 4
°C. Seguidament, es va resuspendre amb etanol 70% i centrifugar de nou a 4 °C durant 5 min.
Finalment, I’ADN es va resuspendre en formamida i es va sequenciar amb 1’analitzador ABI
Prism 3130 (Thermo Fisher Scientific) de la plataforma de Genomica de I’IGTP. Els resultats de
sequienciacio es van analitzar amb els programes informatics SeqMan (DNASTAR Lasergene,

Madison, WI) i Sequence Scanner (Thermo Fisher Scientific).

5. Avaluacié de D’expressi6 de frataxina recombinant humana dels vectors

d’expressio sintetitzats en cultiu cel-lular in vitro.

5.1. Cultius cel-lulars.

Es van utilitzar cultius primaris de cél-lules fibroblasts humanes extretes de pacients FRDA, i
linies cel-lulars immortalitzades de neuroblastoma humanes (SH-SY5Y) (#CRL-2266, ATCC,
Manassas, VA), neuroblastoma de ratoli (N2a) (#CCL-131, ATCC), i ceél-lules humanes
embrionaries de ronyd (HEK 293) (#CRL-1573, ATCC). Les cél-lules es van cultivar en medi
Dulbecco Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Thermo Fisher Scientific) suplementat amb un

10% de serum fetal bovi inactivat (Thermo Fisher Scientific), 2 mM de L-glutamina (Thermo
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Fisher Scientific), penicil-lina i estreptomicina (50 mg/mL) (Thermo Fisher Scientific),
mantingudes en un incubador a 37 °C, 95% d’humitat i 5% de COs..

Per a la transfeccio de les linies cel-lulars amb els vectors d’expressio sintetitzats per tal
d’expressar frataxina i luciferasa, es van posar 3x10° cél-lules/pou en plaques de 9,4 cm? per pou
per a créixer durant 24 h, i tenir aproximadament un 60-70% de confluéncia. Les cél-lules N2a i
SH-SY5Y, després de canviar el medi de cultiu a medi de serum reduit Opti-MEM (Thermo
Fisher Scientific), es van transfectar amb 2 pg d’ADN plasmidic mesclats préviament amb
lipofectamina 2000 (Thermo Fisher Scientific) (1,5 pL/pg d’ADN) en medi Opti-MEM durant
20 minuts, per formar liposomes que contenien I’ADN plasmidic i son capagos de fusionar-se
amb la membrana plasmidica de les cél-lules. Seguidament es van incubar les cel-lules en
transfeccié durant 4 h a 37 °C, i posteriorment es va canviar el medi de cultiu per medi de
diferenciaci6 neuronal que conté Neurobasal (Thermo Fisher Scientific), suplement optimitzat
sense serum B-27 1X (Thermo Fisher Scientific), 2 mM de L-glutamina (Thermo Fisher
Scientific) i es van deixar incubant-se a 37 °C. Les cél-lules HEK 293 es van transfectar també
amb 2 pg d’ADN plasmidic, mesclats durant 10 min a temperatura ambient amb clorur de calci
(CaCly) 2 M i HBS pH 7,00 que conté 50 mM HEPES (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), 10 mM
KCI, 12 mM D-glucosa, 280 mM NacCl i 1,5 mM Na;PO.; formant complexos cristal-lins de fosfat
de calci amb ADN plasmidic incrustat que son capacos de travessar la membrana plasmatica de
les cel-lules. Posteriorment, es van incubar les cél-lules a 37 °C durant 15 h, i després d’un canvi

de medi, amb medi DMEM suplementat amb sérum en van seguir incubant a 37 °C.

Les cel-lules N2a, SH-SY5Y i HEK 293 es van recollir a les 48 h posttransfeccié en tubs d’1,5
mL utilitzant tripsina 0,05% per desadherir-les de la placa de cultiu, i es van rentar amb medi

sense serum abans de congelar-les amb nitrogen liquid i guardar-les a -80 °C fins al seu Us.

Com a control de transfeccio, el plasmidi d’interés es va cotransfectar amb un plasmidi d’ADN
que expressa la proteina verda fluorescent (GFP), per aixi poder determinar I’eficiéncia de
transfeccio qualitativament en un microscopi de fluorescéncia, i quantitativament amb 1’us

d’anticos especific contra GFP en western-blot.

5.2. Western-blot.

En general, els pellets de cél-lules congelades i teixits de humans congelats es van homogeneitzar
amb tampd de lisis que contenia Tris-HCI (10 mM, pH 7.4), 2% SDS, 15% glicerol, 50 mM de
fluorur de sodi (NaF), 5 mM d’ortovanadat de sodi (NaVO3), 1 mM d’acid
etilendiaminotetraacétic (EDTA) i coctel d’inhibidors de proteases 1X (Complete™ EDTA-free

Protease Inhibitor Cocktail, Roche Diagnostics), utilitzant un homogeneitzador automatic
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(Sigma-Aldrich), a temperatura ambient per evitar la precipitacié del SDS. Després d’una

centrifugacié de 15 min a 16.000 g es va recollir el sobrenedant.

La concentracid de proteina es va determinar amb 1’assaig colorimétric DC protein assay (Bio-
Rad Laboratories) i lectura a 750 nm amb 1’espectrofotometre Varioskan Flash (Thermo Fisher
Scientific). Entre 10 i 50 pg d’extracte total de proteina, depenent del tipus cel-lular o teixit,
mesclats amb 4X Protein Sample Loading Buffer (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE) i 0,2 M de
DTT, es van separar mitjangant una electroforesi amb gel de poliacrilamida al 15% en condicions
desnaturalitzants. A continuacio, les proteines es van transferir a membranes de nitrocel-lulosa
amb porus de 0,45 pum (PerkinElmer, Waltham, MA) utilitzant I’instrument Trans-Blot turbo
transfer system (Bio-Rad Laboratories) a 25 V durant 30 min. Posteriorment, es van bloquejar
amb un tampo TBS que conté 0,5% de caseina (Thermo Fisher Scientific) durant 1 h atemperatura
ambient. Després, es van incubar anticossos primaris amb volums iguals de TBS-Tween 0,1% i
caseina durant tota la nit a 4 °C o 1 h a temperatura ambient, depenent de I’anticos (veure Taula
14). Després de rentats, es van incubar les membranes amb anticossos secundaris conjugats amb
marcador d’infraroig, depenen de 1’anticos primari. Finalment, després de rentats i assecat de la
membrana, es va analitzar en el lector infraroig Odyssey Infrared Imaging System (LI-COR

Biosciences) i el programa d’analisi Image Studio Lite (LI-COR Biosciences) (561,562).

Hoste i R
Proteina diana - Dilucié temperatura Proveidor Referéncia
clonalitat I y
d’incubacio

Anticossos primaris

HA Rawli, 49000 o/N, 4°C Cell Signaling 2367
monoclonal Technology
Conill Dra. Grazia lzaya
FXN oliclonal  1:15:000  1h,RT (Mayo Clinic, (563)
P Rochester, MN)
VDAC1 Conill, 11000  1h,RT Cell Signaling D73D12
monoclonal Technology
ATP5H Conill 11000  1hRT Sigma-Aldrich ~ SAB4500107
policlonal
Conill )
4-HNE . 1:1.000 OIN, 4°C Abcam ab46545
policlonal
Conill . . .
SOD1 . 1:3.000 1h RT Enzo Life Sciences ADI-SOD-100
policlonal
Conill . . .
GAPDH - 1:20.000 1hRT Sigma-Aldrich G9545
policlonal
Ratoli, ) . .
ACTB 1:15.000 1h RT Sigma-Aldrich Ab441
monoclonal
GFP Rawoli, 110000  1h,RT Covance MMS-118P
monoclonal
Anticossos secundaris
IRDye 800CW Ase 1:30.000 1h,RT  LI-COR Biosciences  926-32212
anti-1gG de Ratoli
IRDye 680RD

anti-IgG de Conill Ase 1:30.000 1h RT LI-COR Biosciences 926-68073

90



MATERIALS | METODES

Taula 14. Llista d’anticossos primaris i secundaris utilitzats en western-blot. HA, hemaglutinina; FXN,
frataxina; VDACI, canal d’anions depenent de voltatge 1; ATP5H, subunitat d de I’ATP sintasa; 4-HNE,
4-hidroxinonenal; SOD1, superdxid dismutasa 1; GAPDH, gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa; ACTB,

beta-actina; GFP, proteina fluorescent verda; O/N: tota la nit; RT: temperatura ambient.

6. Produccio i purificacio dels vectors virals recombinants adenoassociats.

Els vectors virals recombinants rAAV9-FXN, rAAV9-LUC i rAAV9-Null es van produir i
purificar, en les instal-lacions amb nivell de bioseguretat 2 de la Unitat de Produccio de Virus
(UPV) de la Universitat Autonoma de Barcelona, dirigida pel Dr. Miguel Chillon.

Primerament, mitjancant técniques de clonacié es va incloure el constructe d’expressié comprés
des del promotor fins la sequéncia de poliadenilacié de 1’hormona de creixement bovina (bGH
PA) en un plasmidi pAAV, de manera que el constructe d’expressié va quedar flanquejat per dues
seqliencies repetides terminals invertides (ITR) de 145 pb cadascuna. Els vectors recombinants
adenoassociats es van generar utilitzant el metode de la triple transfeccié en 2x108 cél-lules HEK
293 amb 250 pg del plasmidi pAAV generat per clonacid que inclou el constructe d’expressio,
250 ug del plasmidi pRepCap, que conté els gens Cap i Rep dels AAV, i 500 pg del plasmidi
pXX6, que conté els gens Helper de I’adenovirus essencials per la formaci6 dels virions. Després
de 48 h, els AAV es van recollir de les cél-lules HEK, es van tractar amb benzonasa (Merck
KGaA, Darmstadt, Alemanya) i es van purificar en un gradient de iodixanol (Axis-Shield
Diagnostics, Dundee, Regne Unit). Finalment es va determinar el titol dels AAV obtingut

utilitzant el sistema Picogreen (564).

Els AAV9 recombinants es van produir en un titol final de 1,4x10'® gv/mL pel rAAV9-FXN
(rAAV9-hPGK1-kFXN-HA-WPRE), 9,8x10'? gv/mL pel rAAV9-LUC (rAAV9-hPGK1-LUC-
WPRE) i 6x10* gv/mL pel rAAV9-Null (AAV2/9-Null).

7. Administracio Unica intratecal dels vectors virals adenoassociats (rAAV9) en els

ratolins.

Ratolins amb 10 setmanes d’edat es van anestesiar amb 1’administracié intraperitoneal de
ketamina (10 mg/kg de pes del ratoli; Imalgene 50 mg/mL; Boehringer Ingelheim, Ingelheim am
Rhein, Alemanya) i xilazina (1 mg/kg de pes de ratoli; Rompun; Bayer, Leverkusen, Alemanya).
L’estat d’anestésia es va comprovar mitjancant el reflex podal. Quan els ratolins van estar
completament anestesiats, es van col-locar en posicié prona. Es va afaitar la zona lumbar de la
part posterior dels ratolins. Després de desinfectar la zona amb povidona (Kern Pharma, Terrassa,
Espanya) es va tallar la pell i el mascul uns 2-3 cm seguint la direccié lumbar-toracica per deixar

al descobert la columna vertebral. La sang es va absorbir amb gases estérils. Seguidament es van
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administrar les particules virals AAV mitjancant una injeccié6 amb xeringa Hamilton 705RN
(Hamilton Company, Reno, NV) amb una agulla del calibre 33G (Hamilton Company) entre les
vertebres lumbars L3-L4 directament al liquid cefalorraquidi dins de I’espai intratecal de la
medul-la espinal. Un reflex del moviment de la cua va indicar que 1’agulla es trobava en el lloc
correcte. L’administracio dels rAAV9 diluits en PBS/40% de iodixanol es va fer lentament per
evitar I’augment de la pressio del cefalorraquidi liquid. La xeringa es va retirar lentament 30 s
després de la finalitzacio de 1’administracié per afavorir la propagacié a través del liquid
cefalorraquidi i evitar el reflux a la periféria. Posteriorment, es van cosir els madsculs epaxials de
la columna vertebral amb sutura absorbible, es va tancar la pell amb clips de sutura Michel (Fine
Science Tools, Heidelberg, Alemanya) i es va aplicar una soluci6 antiséptica a la ferida. Durant
el procés d’administracié es van mantenir els ratolins a una temperatura corporal de 32 °C amb
manta de calor. L’administracié de rAAV9 es va realitzar en una cabina de flux laminar de
seguretat bioldgica 2 LabGard ES NU-677 Class Il (NuAire). Els ratolins es van retornar a les
gabies i es va monitoritzar la finalitzacio de I’efecte de 1’anestésia i la recuperacio postoperatoria
de les capacitats motrius i funcionals com la capacitat per alimentar-se o beure. Durant la primera
setmana després de la cirurgia, es va aplicar diariament una solucié de iode antiséptic sobre
lesions a la pell. Les dues setmanes posteriors a la cirurgia els ratolins van descansar i es van

recuperar de la lesié (565).

D’aquesta manera es van administrar els vectors virals adenoassociats recombinants de serotip 9
generats, directament en el LCR travessant mecanicament la barrera hematoencefalica mitjancant
una Unica injeccid en I’espai intratecal en 1’espai subaracnoidal de la zona lumbar de la medul-la

espinal. A continuacié es detalla el volum, quantitat i dosi de rAAV9 administrats.

Concentracio Volum Numero de particules Namero de particules virals

il inicial o titol administrat  virals administrades administrades per pes de

generats (gv/mL) (uL) per ratoli (gv) ratoli (gv/Kg)
rAAVI9-FXN 1,4x108 10 1,4x10% 5x10%2 - 8x102
rAAV9-Null 6x10%2 20 1,2x10%! 4,5x10% - 8x10*?
rAAVI-LUC 9,8x10%? 13 1,27x10M 5x10% — 6,2x10%2

Taula 15. Volum, particules virals i dosi administrades de cadascun dels vectors virals rAAV9

generats en els ratolins. gv: genomes virals.
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8. Bioluminescéncia in vivo i ex vivo.

Per adquirir imatges de bioluminescéncia in vivo, els ratolins es van anestesiar amb 2% d'isoflura
i 1 L/min d'oxigen i es van afaitar completament per treure el pelatge negre caracteristic de la soca
C57BI6, a la qual pertanyen els ratolins WT i YG8R utilitzats en aquest estudi, ja que impedeix
la correcta detecci6 fotonica. El substrat D-Luciferina XenoLight (PerkinElmer) es va injectar per
via intraperitoneal, a una dosi de 150 mg de D-Luciferina/Kg de pes corporal del ratoli a partir
d’un estoc preparat de 15 mg/mL en PBS de Dulbecco (DPBS) 15 minuts abans de realitzar la
lectura luminiscent. Els ratolins es van col-locar després en la cambra hermetica de l'instrument
IVIS lumina Il (PerkinElmer) amb anestésia mantinguda amb un 1% d'isoflura. Les imatges es
van generar amb una camera refrigerada acoblada al VIS lumina Il (PerkinElmer) i I’analisi
d'imatges es va realitzar amb el programa Living Image (PerkinElmer). Els temps d’exposicio
van variar entre 30 segons i 5 minuts, depenent de la intensitat de senyal. Per a cada ratoli, les
imatges es van adquirir 15 minuts després de la injeccié del substrat. Les imatges resultants
mostren el nombre de fotons emesos/segon/cm? (Radiacié luminica) representats en fals color, on

el valor fotonic maxim és vermell i el minim és color blau fosc.

Per a la imatge de bioluminescéncia ex vivo, es van disseccionar els organs dels ratolins
eutanasiats 10 min després de la injeccié intraperitoneal del substrat D-luciferina, i es van rentar
amb serum sali NaCl 0,9%. Es va adquirir imatges del cervell, cerebel, tronc cerebral, medul-la
espinal, fetge, cor, pancrees, pulmons, rony6, melsa, muscul esquelétic i colon amb I'instrument

IVIS Lumina Il. Totes les imatges es van obtenir amb un temps d’exposicié de 5 minuts.

9. Avaluacié6 de D’expressié6 de frataxina recombinant en els ratolins YG8R

administrats intratecalment amb el vector rAAV9-FXN.

9.1. PCR quantitativa amb retrotranscripcié a temps real (QRT-PCR).

Per avaluar els nivells d’ARNm de frataxina total es van dissenyar encebadors i sonda especifics
capagos d’amplificar tots els transcrits d’ARNm de frataxina humana i recombinant i aixi poder
comparar els nivells d’ARNm de frataxina dels ratolins YG8R hemizigots, que contenen
Unicament ARNm de frataxina humana del transgén (Tg + rAAV9-Null), els ratolins YG8R
hemizigots administrats amb el vector rAAV9-FXN (Tg + rAAV9-FXN), que contenen a mes de
I’ARNm de frataxina humana del transgen, I’ARNm de frataxina recombinant del virus; i els
ratolins YG8R homozigots (Tg/Tg) com a control d’expressio elevada d’ARNm de frataxina
humana del transgén. Després de realitzar un alineament entre els 4 transcrits descrits d’ARNm
de frataxina humana amb el Clustal Omega, es van dissenyar encebadors forward, reverse i sonda

Tagman marcada amb FAM en les zones compartides entre els exons 3 i 4, amb una mida
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d’amplico de 139 pb. Es va comprovar mitjancant BLAST que aquests encebadors i sonda
amplificaven Unicament els transcrits de FXN, del total del transcriptoma del ratoli, evitant la

possible generacid d’amplicons inespecifics.

L’ARN total es va aillar de teixits congelats de ratoli amb el kit de purificacié6 d’ARN RNeasy
Plus Universal Mini Kit (Qiagen) seguint les indicacions del fabricant. (veure apartat 2.2.1 de
materials i métodes). Els teixits que es van analitzar van ser els ganglis de les arrels dorsals (DRG)
lumbars; la medul-la espinal lumbar, toracica i cervical; el tronc cerebral; el cerebel; el cortex
frontal del cervell; el fetge; el cor; i el pancreas de ratolins WT + rAAV9-Null, Tg + rAAV9-
Null, Tg + rAAV9-FXN, Tg/Tg als 7 mesos d’edat. (N=5 individus per grup, 3 femelles i 2
mascles). Un cop extret I’ARN total, es va sintetitzar I’ADNc amb el kit PrimeScript ™ RT
reagent (Takara Bio), que conté I’enzim retrotranscriptasa PrimeScript RTase per passar ’ARNmM
a ADN complementari. 200 ng d’ARN total es van mesclar amb el buffer PrimeScript 1X,
PrimeScript RT Enzyme Mix I, 25 pmol Oligo dT Primer, 50 pmol de Random 6 mers en un
volum final de 10 pL i es van incubar en el termociclador a 37 °C durant 15 min realitzant la

retrotranscripcio, i 85 °C durant 5 s per inactivar per calor 1’enzim retrotranscriptasa.

Els nivells d’ARNm de frataxina total es van quantificar per gRT-PCR en temps real en el
termociclador LightCycler 480 (Roche Diagnostics) en una reaccid en placa de 96 pous amb
volum final de 10 pL, que contenia 10 ng de ADNC, els encebadors a una concentracié final de
900 nM cadascun i 250 nM de sonda, i la TagMan™ Universal Master Mix II, no UNG 1X
(Thermo Fisher Scientific). Es van seguir les condicions de termociclador d’un cicle de 95 °C
durant 10 minuts i 40 cicles de 95 °C durant 15 segons, 60 °C durant 1 minut. L'analisi de la
quantificacio relativa es va fer mitjangant el métode comparatiu Ct (AACt). Com a control intern
d’expressio endogena de ratoli, es van normalitzar els valors de qRT-PCR obtinguts de 1’expressio
d’ARNm de frataxina total amb els d’expressio d’ARNm de beta 2-microglobulina (B2m)
(Mm.PT.39a.22214835, Integrated DNA Technologies) per a tots els teixits excepte el pancreas,
que es va utilitzar el Gapdh com a control intern, donat que el B2m és inestable en aquest teixit.

Es van realitzar triplicats de cada mostra pel gen d’interés i el gen control.

Per a la detecci6 unicament d’ARNm de frataxina recombinant del vector viral rAAV9-FXN es
va realitzar també mitjancant gRT-PCR amb la mateixa reacci6 i condicions de termociclador,
pero utilitzant encebadors i sonda dissenyats especificament per amplificar inicament una regio
de I’ARNm de frataxina recombinant (rFXN). Concretament I’encebador forward i la sonda es
van dissenyar en 1I’ex6 5 de la frataxina humana, i el reverse en la seqiiéncia de ’etiqueta
hemaglutinina (HA) unicament present en I’ARNm de frataxina recombinant, amplificant un

fragment de 161 pb.
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Gen Nom de I’encebador Seqiiéncia nucleotidica (5’ — 3°) I\(/FI)IS;‘ (Ig) dl’_ll(l)l(i:é ATpr;)I)iCO
hFXN + mFxn_Fw TTGAAGACCTTGCAGACAAG 20 55,9 Ex6 3
'l__:))((,: hFXN + mFxn_Sonda-FAM AGGAACCTACGTGATCAACAAGCAGAC 27 571 Exd64a 139
hFXN & mFxn_Rv AGCCAGATTTGCTTGTTTGG 20 572 Ex64a
B2m_cDNA_Fw TGGTCTTTCTGGTGCTTGTC 20 58 Ex6 1
B2m  B2m_cDNA_Sonda-FAM CCGGAGAATGGGAAGCCGAACATAC 25 65,4 Ex6 2 136
B2m_cDNA_Rv GGGTGGAACTGTGTTACGTAG 21 58,3 Ex6 2
Gapdh_cDNA_Fw ACCACAGTCCATGCCATCAC 20 60,3 Ex04-5
Gapdh Gapdh_cDNA_Sonda-FAM CCTCTGGAAAGCTGTGGCGTGAT 23 59,2 Ex6 5 106
Gapdh_cDNA_Rv TGGATGCAGGGATGATGTTCT 21 59,2 Ex6 5
FXN_cDNA_Ex5a_Fw TTATGACTGGACTGGGAAAAACTG 24 58,9  Ex65a
rEXN  rEXN-HA_Sonda-FAM AACTGGACTTGTCTTCCTTGGCCT 24 57,9  Ex65a 161
HA_Rv CATAGTCTGGGACGTCATATGGAT 24 59,5 HA

Taula 16. Llista d’encebadors i sondes utilitzats per la quantificacié d’ARNm per qRT-PCR en teixits
de ratolins de 7 mesos d’edat. Ta, indica la temperatura d’anellament; Fw, forward; Rv, reverse; FAM,
amidita de fluoresceina, FXN, frataxina humana; Fxn, frataxina murina; B2m, beta-2-microglobulina de
ratoli; Gapdh, gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa de ratoli; rFXN, frataxina recombinant; HA,

hemaglutinina.

9.2. Western-blot de teixits de ratoli.

50 mg de teixits congelats a -80 °C es van homogeneitzar amb un tampd de lisi que contenia Tris-
HCI (10 mM, pH 7.4), 2% SDS, 15% glicerol, 50 mM de fluorur de sodi (NaF), 5 mM
d’ortovanadat de sodi (NaVO3), 1mM d’acid etilendiaminotetraacetic (EDTA) i coctel
d’inhibidors de proteases 1X (Complete™ EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail, Roche
Diagnostics). Es va utilitzar un homogeneitzador manual Kimble Kontes Dounce tissue grinder
(Thermo Fisher Scientific) per a tots els teixits excepte pels DRG, que degut a la seva petita mida
i pes, es van homogeneitzar amb un homogeneitzador automatic (Sigma-Aldrich). EI volum de
tampd de lisi utilitzat es va calcular en funcid del pes, mida i caracteristiques de cada teixit, en
general es van utilitzar 3 mL de tamp0 de lisi per cada gram de teixit, pero es va ajustar a 2 mL/g
aproximadament, sobretot pels teixits del sistema nerviés com la medul-la espinal i els DRG. Els
teixits homogeneitzats es van sonicar per fragmentar I’ADN 1 restes de membranes.
Posteriorment, es van centrifugar a 16.000 g durant 15 min. Els teixits del sistema nervids com
els DRG, medul-la espinal, tronc cerebral, nervi ciatic, cervell van requerir d’una segona
centrifugacié a 16.000 g durant 5 min per eliminar la mielina insoluble. Es va recollir el

sobrenedant en ambdos centrifugacions.

Per a tots els teixits es va carregar 50 pg d’extracte de proteina en els gels de poliacrilamida per
realitzar I’electroforesi desnaturalitzant, excepte pels DRG que se’n va carregar 20 g, degut a la

inferior quantitat de proteina que s’extreu d’aquest teixit. El procediment continua tal com esta
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detallat en I’apartat 5.2 de materials i metodes. Els anticossos que es van utilitzar estan descrits

en la Taula 14 de I’apartat 5.2 de materials i metodes.

10. Tests de neurocomportament per a I’avaluacié fenotipica dels ratolins YG8R
administrats intratecalment amb el vector rAAV9-FXN.

Per avaluar I’eficiéncia del tractament rAAV9-FXN es va realitzar una série de tests de
neurocomportament en els ratolins, similars als que es realitzen per monitoritzar els pacients amb
FRDA. Per tant, es van comparar els ratolins transgénics hemizigots YG8R administrats amb el
tractament rAAV9-FXN (Tg + rAAV9-FXN), amb els ratolins transgénics hemizigots YG8R
administrats de la mateixa manera amb el vector rAAV9-Null (Tg + rAAV9-Null) i els ratolins
salvatges WT administrats amb el vector viral rAAV9-Null (Tg + rAAV9-Null) com a control de
fenotip no patologic.

Es va establir en 10 el nimero de ratolins minim de cada grup per obtenir uns resultats solids i
extreure conclusions estadisticament significatives, dels quals 5 son femelles i 5 son mascles. En
general, com s’especifica en la descripcido de cada test de comportament individualment, €s
realitzen mesures de manera continuada per cadascun dels ratolins per aixi fer un seguiment de la
progressid dels signes de la malaltia i també del tractament rAAV9-FXN en el temps, des de la
seva administracio en els ratolins a les 10 setmanes d’edat fins als 14 mesos d’edat, tenint resultats

amb un any de tractament.

10.1. Electrofisiologia del nervi caudal.

Els estudis de conduccié nerviosa sensorial es van realitzar en el nervi caudal de la cua dels
ratolins amb el sistema de monitoritzaci6 portatil EMG/PE N-EP de dos canals Medelec Synergy
(Oxford instruments, Abingdon, Regne Unit). Els ratolins es van anestesiar amb 4% isoflura i
oxigen 1L/min i es van mantenir anestesiats en posicio prona, a 32 °C amb 2% isoflura fins
finalitzar la mesura. Es va estimular amb un pols eléctric el nervi caudal mitjancant la col-locacid
d'eléctrodes subcutanis a 1 cm de la punta de la cua (Punt d’estimulacio) i a 6 cm de la punta de
la cua (Punt de registre), essent la distancia de mesura del nervi entre el punt d’estimulacio i el
punt de registre de 5 cm (Figura 12B). Un altre eléctrode es va col-locar com a toma terra per
eliminar el soroll de fons. L’estimul eléctric del nervi es va fer amb una durada de 0,05 ms, a una
intensitat de voltatge supramaxim de 50V i es va enregistrar una mitjana de 30 lectures seguides
per reduir la variabilitat. Es va registrar el potencial d’acci6 sensitiu del nervi caudal de la cua a
partir del qual es va mesurar I’amplitud (uV). L’amplitud és defineix com la intensitat

d’estimulacio del nervi, mesurada des de 1’aparicidé del potencial d’accid fins al pic maxim
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d’intensitat del potencial d’accio, i correlaciona amb el niumero d’axons que conté el nervi

(Figura 12C).

Els registres de conduccio nerviosa es van realitzar als 4, 6, 9, 11 i 13 mesos d'edat del ratoli. Es
van analitzar els ratolins WT + rAAV9-Null, Tg + rAAV9-Null i Tg + rAAV9-FXN, amb una N
de 10 ratolins per grup, 5 femelles i 5 mascles.

A B
Cua del ratoli
Punt d’estimulacio Punt de registre
' 1cm l Distancia de lectura (5 cm) '
Cc

Potencial Potencial

Eléctrodes de e
% sensitiu motor

| %‘.
ctrodes
. d’estimulacié

Figura 12. Metodologia utilitzada per la mesura electrofisiologica en el nervi caudal de la cua dels

(+) Anode
(-) Catode

Terra
5

(-) Catode
(+) Anode

ratolins. A) Exemple de mesura electrofisiologica on es representa la col-locacio dels electrodes (catode i
anode) tant d’estimulacié com de registre en la cua del ratoli. B) Representacid esquematica de la cua de
ratoli amb els punt d’estimulacid i registre, i les distancies que es van fixar per I’enregistrament del
potencial d’accid sensitiu. C) Exemple de lectura que s’obté en cada mesura electrofisiologica. D’esquerra
a dreta, després de I’estimul apareix primer el potencial sensitiu, seguit del potencial motor. La fletxa en

vermell indica I’amplitud del potencial d’accid sensitiu que es mesura.

10.2. Test del rotarod accelerat.

La coordinaci6 motora i 1’aprenentatge d’habilitats motores dels ratolins es van avaluar amb
I’instrument Rotarod/RS (Harvard apparatus, Holliston, MA). L’instrument consta d’una barra
cilindrica de 3 cm de diametre i 30 cm de llarg, separada cada 6 cm aproximadament per una paret
per separar els ratolins, permetent 1’analisi simultani de 4 ratolins; i un motor eléctric que fa girar
la barra (Figura 13). Els ratolins es van col-locar sobre la barra i aquesta va accelerar la velocitat
de rotaci6 gradualment de 0 a 40 rpm durant 5 minuts. Es va registrar automaticament el temps
que tarden els ratolins en caure de la barra (laténcia de caiguda), en un temps maxim de 5 min. Es
va realitzar 4 assajos cada dia durant un periode de 5 dies per determinar no només la funcio

motora, sind també 1’aprenentatge motor. Cada ratoli es va deixar reposar durant 5 min entre
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assajos (566). edat en els mateixos ratolins per tal de monitoritzar la coordinaci6 i I’aprenentatge

motor al llarg del temps.

Els assajos es van realitzar amb els mateixos ratolins als 3, 4, 6, 8, 10, 12 i 14 mesos d’edat dels
ratolins. Es van analitzar ratolins WT + rAAV9-Null, Tg + rAAVI9-Null i Tg + rAAVI-FXN,
amb una N de 10 ratolins per grup, 5 femelles i 5 mascles.

Figura 13. Instrument rotarod utilitzat per a I’avaluacio6 de la coordinacié i aprenentatge motor dels

ratolins.

10.3. Reflex d’agafada (hindlimb clasping reflex).

Els ratolins es van agafar per la cua durant 10 segons i es va registrar la posicié de les dos potes
posteriors. Es va assignar un valor de 0 a 3, on 0 es va definir com un fenotip no patologic i 3 el
fenotip patologic més sever. Els ratolins amb un reflex d’agafada normal tenien les dos potes
posteriors estirades obertament cap a fora de I’abdomen per intentar agafar-se a algun objecte,
aquesta posicid es va considerar no patologica i se li va assignar un valor 0. Quan tenien una pota
parcialment retreta, pegada a 1’abdomen, el valor va ser 1. Quan les dos potes estaven parcialment
retretes més del 50% del temps, el valor va ser 2. Finalment, es va assignar un valor 3 quan

ambdues potes inferiors estaven completament retretes tocant I’abdomen més del 50% del temps.

El reflex d’agafada es va analitzar en els mateixos ratolins als 2, 4, 6, 8, 10, 12 i 14 mesos d’edat
dels ratolins. Es van analitzar ratolins WT + rAAV9-Null, Tg + rAAV9-Null i Tg + rAAV9-FXN,

amb una N de 12 ratolins per grup, 6 femelles i 6 mascles.

10.4. Analisi de la petjada (footprint analysis).

Per registrar les petjades dels ratolins, es van submergir les potes en pintura no toxica (Creative
Deco), blau per les potes anteriors i vermell per les potes posteriors. Es van fer caminar els ratolins
per un passadis de 40 cm de llarg per 8 cm d'ample delimitat amb parets laterals de 7 cm d'alcada
i una cartolina negra per sobre tapant el passadis. Es va col-locar una llum de 60 W al

comengament del passadis i una caixa negra al final com a estimul per facilitar que el ratoli vagi
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en la direccid correcta donada la seva tendéncia a escapar de la llum i anar cap a la foscor. El
passadis té a sota una fulla de paper blanca per tal que les petjades quedin pintades i es puguin
discernir amb facilitat. Tots els ratolins van realitzar dos entrenaments per acostumar-los a passar
per la passarel-la, abans de realitzar 1’assaig final i obtenir les petjades. Es va mesurar la llargada
de cada passa per les potes esquerra i dreta posteriors i anteriors separadament, 1’amplada base
entre les potes dreta i esquerra tant posteriors com anteriors; la distancia de solapament entre les
potes posteriors i anteriors per cada passa, i la distancia en diagonal de les potes posteriors dreta
1 esquerra. Per cada ratoli es va mesurar tres passes de la part mitja de la fulla on s’ha enregistrat.
El test de la petjada es va realitzar en ratolins WT + rAAV9-Null, Tg + rAAV9-Null i Tg +
rAAVI-FXN als 12 mesos d’edat, amb una N de 10 ratolins per grup, 5 femelles i 5 mascles.

10.5. Determinaci¢ del pes.

Es va fer un seguiment del pes de tots els ratolins dels grups WT + rAAV9-Null, Tg + rAAV9-
Null i Tg + rAAV9-FXN cada mes, des dels 2 fins als 14 mesos d’edat amb una balanga de
precisio (Harvard Apparatus).

11. Disseccio i obtencidé dels teixits dels ratolins.

Els ratolins es van anestesiar amb isoflura 4% i oxigen 1 L/min i seguidament es van mantenir
amb anestésia amb isoflura al 2% en posicié supina. Es va obrir el ratoli pel torax deixant el cor
al descobert i es va perfondre intracardiacament el ventricle esquerra amb 50 mL de sérum sali
(NaCl 0,9%) per tal de dessagnar el ratoli i aixi eliminar la sang dels teixits. Rapidament, es va
disseccionar el pancreas, cor, fetge, en aquest ordre, com a teixits sistemics. Seguidament, es va
disseccionar cervell, cerebel i tronc cerebral junts. A continuacid, es va extreure el nervi ciatic.
Es va aillar la columna vertebral d’on es va extreure la medul-la espinal per extrusid hidraulica
amb sérum sali mitjancant una xeringa amb agulla 18 G. Després es va obrir la columna vertebral
longitudinalment, per extreure els DRG individualment amb pinces i I’ajuda d’una lupa de
disseccid. Tant la medul-la espinal com els DRG es van dividir en cervicals, toracics i lumbars.
El procés d’extraccié de la medul-la espinal i els DRG es va realitzar sobre gel per evitar la
degradacio6 i mort de les cél-lules del teixit, aixi com del seu contingut biologic d’interés com les
proteines, ARN i ADN.

Un cop extrets els teixits, en general es van separar en tubs d’1,5 mL i aquests es van congelar
instantaniament amb nitrogen liquid per evitar la degradacid i mort cel-lular. Posteriorment, es
van guardar a -80 °C. D’aquesta manera els teixits es van utilitzar per a estudis de quantificacio
d’ARNm, de quantificacié de proteina a través de western-blot i assajos bioquimics com la

caracteritzacio de la funcié mitocondrial.
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Els teixits que es van avaluar amb técniques d’histologia i immunohistoquimica, immediatament
després de la seva extraccio es van posar en una soluci6 fixadora amb 4% paraformaldehid (PFA)
en tampo fosfat sali (PBS) pH 7,4 per preservar les seves caracteristiques morfologiques i
moleculars. Es van guardar a 4 °C durant 12-18 h per facilitar que la solucio fixadora penetrés per
tot el teixit.

Per avaluar la ultraestructura i morfologia dels teixits mitjancant microscopia electronica, els
ratolins es van perfondre intracardiacament amb 50 mL d’una solucié fixadora temperada que
contenia 4% PFA i 5% glutaraldehid en 0,1 M de PBS a pH 7,4. Posteriorment, els teixits es van

disseccionar i es van guardar a 4 °C amb la mateixa solucié fixadora.

El pancreas va ser el primer teixit en extreure’s. ElI fragment que es va destinar per a la
quantificaci6 d’ARNm es va submergir immediatament en una soluci6 estabilitzadora d’ARN,
RNAlater Stabilization Solution (Thermo Fisher Scientific), perqué és un teixit que
particularment conté moltes ribonucleases, que rapidament degraden I’ARNm i per tant
inhabiliten 1’us del teixit per a estudis posteriors de quantificacié d’ARN. Es va deixar el teixit en
RNA later tota la nit a 4 °C per a que el reactiu penetrés bé per tot el teixit i després es va congelar
a -80 °C fins al seu Us. La resta de teixits destinats a la quantificacio d’ARN, es van poder

processar a partir de teixit congelat sense veure’s afectada la integritat de I’ ARN.

12. Avaluacié de la neuropatologia dels ratolins YG8R administrats intratecalment
amb el vector rAAV9-FXN.

12.1. Histologia.

Per a I’analisi histologic, els teixits extrets dels ratolins i posteriorment fixats amb
paraformaldehid 4% tal com s’ha explicat en I’apartat anterior, després d’un procés de
deshidratacié amb alcohols a concentracions creixents, es van incloure en parafina i es van tallar
en seccions a un gruix de 5 um amb el microtom RM2255 (Leica). El cervell, el cerebel i el tronc
cerebral, que es van extreure junts, i el cor es van tallar sagitalment. En canvi, les seccions de
medul-la espinal cervical, toracica i lumbar es van tallar coronalment. Finalment, les seccions es

van recollir en portaobjectes.

Es van analitzar seccions de teixits de ratolins dels grups WT + rAAV9-Null, Tg + rAAV9-Null
i Tg + rAAV9-FXN als 14 mesos d’edat, és a dir, als 12 mesos després de I’administracio dels
rAAV9. En general amb una N de 4 ratolins per grup, dels quals 2 eren femelles i 2 eren mascles.
La visualitzacio i obtencio de les imatges microscopiques de les seccions de teixit tenyides es van

realitzar amb el microscopi Optic invertit Axioskop 2 (Zeiss), i el posterior processat i analisi
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d’imatges amb el programa ZEN 2 (Blue edition) v2.0 (Zeiss) i ImageJ v1.52p (NIH, Bethesda,
MD), respectivament.

12.1.1. Tincié hematoxilina & eosina (H&E).

Seccions de teixit de DRG i cor es van desparafinar i rehidratar amb un gradient d'alcohols de
concentracié decreixent. Seguidament, es va fer la tincié hematoxilina i eosina. Primer es va
incubar amb hematoxilina de Harris (Sigma-Aldrich) durant 1 minut, i després de rentats amb
aigua, es va submergir 2 cops en etanol al 70% amb acid clorhidric (1/100). A continuacid, després
de rentats, es va incubar amb amoni aquds al 0,2%, es va tornar a rentar i es va incubar en etanol
96% durant 30 segons. Finalment, es va contratenyir amb eosina Y (Sigma-Aldrich). Les seccions
es van deshidratar amb un gradient d’alcohols i es van muntar amb un cobreobjectes i medi de
muntatge DPX (Thermo Fisher Scientific). El resultat de la tincié amb hematoxilina va ser la
coloracio lila dels nuclis de les cél-lules, ja que tenyeix substancies acides, principalment I’ADN
concentrat en el nucli. Amb 1’eosina els resultat és una tinci6 rosada de les estructures basiques
com el citoplasma i la matriu extracel-lular de la cél-lula. Es va analitzar la neurodegeneracio de
les neurones sensitives dels DRG mesurant la densitat neuronal, la mida, i la preséncia de vacuoles
i picnosis en els nuclis de les imatges obtingudes de les seccions tenyides per microscopia amb el
programa ImageJ (NIH). De la mateixa manera, es va avaluar la hipertrofia cardiaca mesurant el

grossor de la paret del ventricle esquerra i del septe ventricular.

12.1.2. Tinci6 Nissl.

Latincio de Nissl es va utilitzar per avaluar I’estructura i morfologia de la medul-la espinal lumbar
i el cerebel. Les seccions de teixit es van desparafinar i rehidratar amb un gradient d'alcohols de
concentracié decreixent i seguidament es van incubar durant 20 minuts a temperatura ambient en
una soluci6 d'acetat de violeta al 0,1% (Sigma-Aldrich), preparada en aigua destil-lada i amb
0,25% del volum d’acid acétic glacial. Finalment, després de rentats, les seccions es van
deshidratar i es van muntar en medi DPX (Thermo Fisher Scientific). El resultat va ser la tincié

en color blau del citoplasma de les neurones.

12.1.3. Tinci6 de Perls.

Per analitzar I’acumulacio de ferro en el teixit cardiac dels ratolins, primer es van desparafinar i
rehidratar els talls de teixit. Seguidament, es van incubar les seccions durant 20 min a temperatura
ambient amb una mescla a parts iguals d’acid clorhidric (HCI) al 5% i ferrocianur de potassi
(Merck, Darmstadt, Alemanya) al 5%. A continuacio, després de 3 rentats amb aigua destil-lada,
es va realitzar una contratincié amb roig nuclear (Vector laboratories, Burlingame, CA) durant 5

minuts. El resultat de la tincié de Perls va ser una coloracié en blau, que mostra I’acumulacio6 de
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diposits de ferro, degut a la formacié de ferrocianur férric a partir de la reaccié del ferrocianur
potassic amb el ferro acumulat, és a dir, 1’i6 férric (Fe**) que s’allibera en condicions acides degut

a ’acci6 de ’acid clorhidric.

12.1.4. Immunohistoguimica.

Es va estudiar la biodistribucié dels vectors rAAV9-FXN i I’expressié de frataxina recombinant
a nivell cel-lular en seccions de DRG de ratoli, mitjancant immunohistoguimica, a través de la
reaccidé immunologica de 1’anticos primari especific contra ’hemaglutinina, adherida tnicament
en la frataxina recombinant, i 1’anticos secundari marcat indirectament a través del complex
avidina-biotina (ABC) amb I’enzim peroxidasa de rave (HRP) que en preséncia del substrat

proporciona una coloracié marronosa.

Les seccions de DRG es van desparafinar, hidratar i es van permeabilitzar en PBS-Trit6 0,1%
durant 30 minuts. Per al desemmascarament de 1’antigen es van escalfar les seccions en tamp6 de
citrat 1X a pH 6,0 (Thermo Fisher Scientific) a 95°C durant 10 minuts. A continuacié es van
deixar refredar a temperatura ambient durant 30 min. Per bloquejar el teixit i impedir la unié
inespecifica dels anticossos, es van incubar les seccions de teixit amb tamp6 de bloqueig
SuperBlock (PBS) (Thermo Fisher Scientific) durant 1 h a temperatura ambient. Seguidament,
les seccions de DRG es van incubar amb I’anticos primari especific anti-HA (MMS-101P,
1:1.500; Covance, Princeton, NJ), diluit amb el mateix tampé de bloqueig Lab Vision™ Antibody
Diluent OP Quanto (Thermo Fisher Scientific), durant tota la nit a 4 °C. A continuacid, les
seccions es van rentar amb PBS-trit6 al 0,1% i es van incubar durant 45 minuts a temperatura
ambient amb 1’anticds secundari biotinilat de cavall anti-1gG de ratoli (BA-2000, 1:600; Vector
Laboratories) i amb el mateix tampé de bloqueig utilitzat anteriorment. L’acci6 de les peroxidases
endogenes del teixit es va suprimir incubant les seccions amb peroxid d’hidrogen al 3% en PBS
durant 30 minuts. Seguidament, les seccions es van incubar durant 30 min amb Ultra-Sensitive
ABC Peroxidase Standard Staining Kit (Thermo Fisher Scientific), continent del complex
avidina-biotina amb la peroxidasa, i després de rentats amb Tween al 0,1% en PBS es van incubar
30 minuts amb el substrat 3,3’-diaminobenzidina (DAB) i tampd estable pel substrat peroxid.
Posteriorment, es van rentar les seccions amb aigua i es van incubar 5 min amb un potenciador
de DAB (Agilent Technologies). Finalment, les seccions es van deshidratar, aclarir i es van
muntar amb DPX (Thermo Fisher Scientific) (567). La visualitzacio i obtencié de les imatges
microscopiques del teixit es van realitzar amb el microscopi optic invertit Axioskop 2 (Zeiss), i
el posterior processat d’imatges i analisi amb els programes ZEN 2 (Blue edition) v2.0 (Zeiss) i
Imaged v1.52p (NIH).
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12.2. Microscopia electronica de transmissié (TEM).

Ratolins de 14 mesos d’edat es van anestesiar amb isoflura, i es van perfondre intracardiacament
amb una soluci6 fixadora que conté 4% PFA i 5% glutaraldehid en 0,1 M de PBSapH 7,4 i a
temperatura ambient per aconseguir la fixacio dels teixits. Es van disseccionar les arrels dorsals
dels DRG dels ratolins i es van guardar en la mateixa solucid fixadora a 4 °C. Seguidament, es
van post-fixar en un tampo fosfat sali amb 1% de tetraoxid d’osmi que contenia 0,8% de KFeCNo,
i es va deshidratar mitjangant un gradient d’etanols. Després es van rentar els teixits amb oxid de
propile i es van incloure en resina Medcast (Ted Pella, Tustin, CA). Es van tallar seccions
ultrafines 1 es van tenyir amb acetat d’uranil i citrat de plom. Les seccions tenyides es van
examinar en un microscopi electronic de transmissié JEM 1010 de 100 kV (JEOL) amb camera
CCD Megaview 1kx1k. Les imatges obtingudes van permetre mesurar la mida dels axons de les

arrels dorsals dels DRG i I’area de mielina que els envolta amb el programa ImageJ v1.52p (NIH).

13. Analisi de la funcié mitocondrial de ratolins YG8R administrats intratecalment
amb el vector rAAV9-FXN.

13.1. Aillament de la fraccié mitocondrial.

Es va homogeneitzar teixit de ratoli congelat amb un tampd hipotonic de sucrosa que contenia 10
mM Hepes, 10 mM KCI, 2mM EGTA, 5 mM NaF i coctel d’inhibidors de proteases (Roche
Diagnostics) a una proporcié de 0,1 mg de teixit/uL de tampd i incubat en gel durant 15 min.
Seguidament es va afegir 320 mM de sucrosa i es va centrifugar durant 10 min a 900 g. A
continuacio es va separar el sobrenedant i es va centrifugar durant 10 min a 5000 g. El pellet
resultant, que conté la fraccié mitocondrial aillada, es va resuspendre en PBS pH 7,4. La
concentracié proteica d’aquesta fracci6 es va quantificar utilitzant el kit DC-Protein Assay (Bio-

Rad Laboratories).

13.2. Assaig d'activitat dels complexos I i II de la cadena transportadora d’electrons

de la mitocondria.

Els assajos d’activitat dels complexos | i Il de la cadena transportadora d’electrons es van realitzar
en plaques de 384 pous #3769 (Corning, Corning, NY) en una reaccié amb 30 pL de volum final
per pou a partir de la fraccié mitocondrial aillada mitjangant la determinacié de 1’absorbancia per
espectrofotometria en el lector Varioskan Flash (Thermo Fisher Scientific) tal com s’havia

determinat préviament (561).

Per al complex | (Ubiquinona reductasa, EC 7.1.1.2) es van afegir 5 pg de fraccié mitocondrial

aillada a cada pou en una placa de 384 pous seguit de 100 uM de 2,6-diclorofenol indofenol
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(DCIP) (Sigma-Aldrich). Després de 3 minuts, es va afegir 200 uM NADH (Sigma-Aldrich). Es
va monitoritzar la reduccio del substrat DCIP a 600 nm durant 30 min i realitzant una lectura cada
minut en el lector Varioskan Flash.

Per al complex Il (Succinat deshidrogenasa, EC 1.3.5.1), inicialment es van afegir 10 pg de
fraccié mitocondrial aillada a cada pou en una placa de 384 pous, 250 uM de Na-azida (Sigma-
Aldrich) i 3 min després 100 uM de DCIP. Finalment al cap d’1 min es va addicionar 40 mM de
succinat de sodi (Sigma-Aldrich). La reduccié de DCIP es va monitoritzar a 600 nm durant 60

min, realitzant una lectura cada minut en el lector Varioskan Flash.

Per cada mostra es van fer triplicats. Es va incloure un control negatiu de la reaccié que contenia
els reactius substrat sense la mostra proteica per saber els valors residuals d’absorbancia que

proporcionen els reactius.

Per al calcul de les activitats dels complexos I i Il (hmol/min/mg) es va aplicar la férmula:

Activitat enzimatica (nmol min~t mg™) = (A Absorbancia/min x 1.000)/[(coeficient extincid x
volum de mostra utilitzada en mL) x (Concentracié de proteina de la mostra en mg ml™)]. El
canvi d’absorbancia es va calcular entre dos punts dins de la regio lineal. El coeficient d’extincid

del DCIP reduit és (E™ = 36,0 mM™ cm™) i el volum de mostra per pou va ser 0,03 mL (561).

13.3. Determinacio dels nivells d’ATP basals.

Els nivells basals d’ATP es van determinar a partir d’extracte proteic de teixit total lisat amb medi
hipotonic de ratolins de 14 mesos mitjancant el kit de luminescéncia ATPlite-TM 1step
(PerkinElmer) seguint les instruccions del fabricant. EI medi hipotonic contenia 10 mM Hepes,
10 mM KCI, 2 mM EGTA, 2 mM EDTA, 5 mM MgCl, 50 mM NaF, 1 mM NasVO., 1% de trito
i coctel d’inhibidors de proteases (Roche Diagnostics). Despres de la homogeneitzacio es va
centrifugar a 16.000 g durant 10 min a 4 °C i se’n va separar el sobrenedant. La concentracio
proteica d’aquesta fraccid es va quantificar utilitzant el kit DC-Protein Assay (Bio-Rad

Laboratories).

A 12 pL d’extracte proteic de teixit (1 pg/pL) se li va afegir 12 pL de substrat ATP, en un total
de 24 puL de volum final de reaccio per pou en plaques de 384 pous #3769 (Corning). Per mesurar
els nivells d’ATP es va fer una recta patré amb dilucions seriades de 0 a 0,1 nM de concentracid
de I’estandard ATP (PerkinElmer). Els valors de luminescéncia es van determinar en el lector
d’espectrofotometria Varioskan Flash (Thermo Fisher Scientific). Cada mostra es va analitzar per

triplicat. Es va incloure com a blanc, medi hipotonic amb substrat ATP.
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13.4. Avaluacio de ’estrés oxidatiu.

Es va avaluar ’estrés oxidatiu mitjangant la quantificacié dels nivells de proteines per western-
blot a partir d’extracte total proteic de teixit congelat de DRG lumbars i medul-la espinal lumbar
de ratolins WT + rAAV9-Null, Tg + rAAVI-Null, Tg + rAAV9-FXN de 14 mesos d’edat. ES va
utilitzar anticossos especifics contra la proteina superoxid dismutasa 1 (SOD1), enzim involucrat
en estrés oxidatiu i I’apoptosi, que s’encarrega d’eliminar 1’16 superoxid; i amb 1’anticos contra
4-hidroxinonenal (4-HNE), un producte aldehidic format per I’oxidacio6 dels acids grassos degut
a la peroxidacio lipidica que es troba incrementada en condicions d’estrés oxidatiu. El
procediment de western-blot seguit esta explicat en ’apartat 9.2 de materials i métodes. Els

anticossos que es van utilitzar estan descrits en la Taula 14 de I’apartat 5.2 de materials i métodes
(pag. 91).

14. Estadistica.

Les dades estadistiques es van analitzar amb el programa IBM SPSS statistics 22.0 (IBM Corp.,
Armonk, NY). Primerament es va obtenir la distribucié normal i es va mirar la homogeneitat de
les variancies mitjancant el test de Levene. Les dades amb distribucié normal es van analitzar
mitjancant el test ANOVA unidireccional seguit per comparacions maltiples post-hoc amb el test
Tukey HSD (de I’anglés, Honestly Significant Difference test) per a grups de dades amb variancies
igual, o alternativament, amb el test Games-Howell en analisis d ANOVA quan no s’assumeixen
les variancies iguals. Aquells valors que no van complir cap dels dos suposits es van testar
individualment amb el test no paramétric Mann-Whitney U, per demostrar variacions

significatives entre dos grups. La significanca estadistica es va definir amb una P<0,05 (561).
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Capitol I: Caracteritzacid genética i molecular de I’ataxia de Friedreich. RESULTATS

1. Caracteritzacio del gen FXN i la proteina frataxina.

Hi ha molts aspectes de ’ataxia de Friedreich que ja es coneixen, perd n’hi ha alguns que
actualment encara no s’han pogut elucidar de manera rotunda o que generen discrepancies dins la
comunitat cientifica com la funcié exacta de la proteina frataxina, la causa del silenciament
transcripcional degut a 1I’expansié en homozigosi del triplet GAA en I’intr6 1 del gen FXN, la
regulacié del gen, la caracteritzacio de la regié promotora, entre altres. En I’inici d’aquest estudi,
amb I’objectiu de dissenyar una terapia génica eficient per tractar 1’ataxia de Friedreich, es va fer
una caracteritzacio del gen FXN i proteina frataxina a nivell bioinformatic per tal d’elucidar algun
d’aquests aspectes com conéixer millor la regulacio del gen i les causes que condueixen al déficit
d’expressio de la proteina frataxina en 1’ataxia de Friedreich, i aixi poder utilitzar-los i tenir-los

en compte de cara al disseny de la terapia génica.

1.1. Estudi de I’evolucio filogenetica del gen FXN i la proteina frataxina.

En general les regions d’aminoacids i d’ADN més conservades evolutivament desenvolupen
sovint funcions comunes i importants en els diferents organismes, i que per tant sGn necessaries
de conéixer i estudiar, per entendre la funci6 i regulacio dels gens i les proteines. Com ja s’ha
explicat en I’apartat 9 de la introduccio, es coneix que la proteina frataxina esta forga conservada
evolutivament, essent semblant a la proteina homologa de E. coli i llevat, un organisme procariota
i eucariota unicel-lular respectivament. Malgrat aix0, en I’actualitat la regulacié del gen no esta

completament caracteritzada.

Inicialment en aquest estudi, per tal d’identificar aquelles zones que potencialment podien ser
importants en la regulacio i I’expressio del gen FXN, es va fer un estudi de conservacio evolutiva
de la proteina frataxina i regions concretes del gen FXN mitjancant alineaments de sequéncies de
forma separada. Es va calcular el percentatge d’identitat de la sequéncia d’aminoacids de la
proteina frataxina, de la seqliencia de nucleotids codificant, de I’intr6 1, de 5 kb de la regid
potencialment promotora i de la regi6 no codificant 3’°UTR del gen FXN, comparant la
conservacio d’aquestes sequéncies en diferents espécies de families, ordres i classes diverses

respecte les de Homo sapiens (Figura 14).

Es va seleccionar I’intr6 1 del gen FXN perqué és la regi6 on es trobava la mutacié més comuna
causant de la malaltia, I’expansi6 del triplet de repeticions GAA, i perque es van descriure llocs
d’uni6 de factors de transcripcid que podien participar en la regulacié del gen (114,122). Les 5
kb de la regi6 immediatament a 5 del codd d’inici del gen FXN es van descriure com a possible
sequéncia promotora del gen (121). La regié 3’UTR, que correspon a la seqliencia d’ADN de

I’ex6 5a, que es transcriu a ARNm, pero no és codificant, podia intervenir en ’estabilitat dels
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transcrits i participar en la regulacié del gen FXN ja que s’havia descrit la unié de microARNSs en
aquesta regio (568,569).

Per poder fer la comparaci6 evolutiva de les possibles zones reguladores del gen FXN, es van
seleccionar especies representants de totes les classes d’animals vertebrats, és a dir de peixos,
amfibis, réptils, aus i mamifers, descartant els animals invertebrats, perque sén més diferents
evolutivament als humans. Cada espécie es va classificar per grups filogenetics ordenats
evolutivament, i el nimero de representants de cada classificacié es va augmentar a mesura que
s’incrementava la proximitat evolutiva als humans, essent els mamifers, els primats i els

hominids; la classe, 1’ordre i la familia amb més espécies representants.

Classificacio filogenetica Identitat amb la seqiiéncia humana (%)
Classe Ordre Familia ESDECES Proteina| CDS Intré 1 Psrzkr)n 3'UTR
Huma (Homo sapiens) 100 100 100 100 100
. - Ximpanzé (Pan troglodytes) 98,57 98,1 98,89 99,2 98,99
(RIS Sty Goril-1a (Gorilla gorilla) 9857 | 9842 | 97,39 | 9833 | 9853
Orangutan (Pongo abelii) 95,71 96,68 96,56 96,67 96,67
Primats Hominids (Gibons) Gib6 (Nomascus leucogenys) : 88,07 96,05 91,76 75,4 -
Cercopitécids Colob angoleny (Colobus angolensis) 97,78 96,32 92,37 74,87 90,46
(Micos del vell mén) Macaco (Macaca mulatta) 92,38 93,83 90,07 92,34 91,21
Rinopitec negre (Rhinopithecus bieti) 93,81 94,94 91,97 93,4 85,02
Mamifers Ceébids (Micos QEI nou mon). Mico esquirol (Saimiri boliviensis) 99,26 87,36 30,61 43,51 42,66
Lemurs (Indrids) Lemur (Propithecus coquereli) 84,29 85,94 65,35 58,96 61,44
Rodentia Marids Ratoli (Mus musculus) 71,5 74,64 33,73 36,87 38,49
Rata (Rattus norvegicus) 71,01 73,7 31,94 37,24 33,13
Suids Porc (Sus scrofa) 66,3 79,62 47,05 44,09 37,86
Artiodactyla Bovids Vaca (Bos taurus) 74,76 78,83 50,06 41,06 41,29
Delfinids Orca (Orcinus orca) 75,24 80,73 45,23 41,82 36,72
Carnivora Canids Gos (Canis lupus) 76,19 79,94 39,7 50,41 39,03
Sirenia Triquequid Manati (Trichechus manatus) 78,57 82,31 42,72 49,63 46,73
Monotremata Ornitorrinquids Ornitorrinc (Ornithorhynchus anatinus) 65,99 69,38 31,42 35,94 36,81
Aus Struthioniformes| Estrucionids Estrug (Struthio camelus) 77,62 66,13 15,89 33,47 37,2
Galliformes Fasianids Gallina (Gallus gallus) 68,07 61,46 46,88 31,71 40,27
Reéptils Squamata Policrotids Llangardaix (Anolis carolinensis) 71,52 62,37 25,6 31,22 36,8
Testudines Trioniquids Tortuga (Pelodiscus sinensis) 5] 71,1 35,26 28,96 38,74
Amfibis Anura Pipids Granota (Xenopus tropicalis) 60,66 55,36 31,14 31,73 37,75
Peix Cypriniformes Ciprinid Peix zebra (Danio rerio) 46,7 55,49 33,76 32,57 36,18
Condroictis Cartilaginés Taur6 elefant (Callorhinchus milii) 50,55 55,83 32,46 39,37 37,42

Figura 14. Estudi de la conservacié evolutiva de la proteina i diferents regions del gen FXN. Es va
calcular el percentatge d’identitat mitjancant alineaments, de la seqiiéncia proteina frataxina, seqiiéncia
d’ADN codificant de frataxina, seqiiéncia de 1’intrd 1, seqiiéncia de 5 kb de la regié promotora i seqiiéncia
3’UTR no codificant del gen FXN, en diferents espécies d’animals vertebrats respecte Homo sapiens,
classificades filogenéticament per classe, ordre i familia. L’escala de colors indica visualment el

percentatge d’identitat, essent el verd més elevat, similar a Homo sapiens i vermell més baix.

En general, la seqiiencia aminoacidica de la proteina i la seqiiencia d’ADN codificant van ser les
més conservades en cadascuna de les especies vertebrades quan es van comparar amb les altres
regions analitzades. Aixo té un sentit evolutiu essencial, ja que els exons, que son les seqliéncies
d’ADN a partir de les quals es sintetitza la proteina han de mantenir els dominis i la seqliéncia
invariable 0 amb pocs canvis per a que la proteina pugui adoptar la forma terciaria i desenvolupar
la mateixa funcio en les cél-lules dels diferents organismes. Les sequéncies de I’intr6 1, 5 kb del
promotor i laregio 3>UTR van mostrar una disminucio de la seva similitud practicament per igual,

en general d’aproximadament entre 10-65% respecte la que mostraven en proteina per cada
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especie, excepte els simis, gibons i els micos del vell mén, els quals van mantenir una similitud

d’aquestes seqiiencies similar a la que tenien en la proteina respecte Homo sapiens.

El gen FXN va demostrar estar altament conservat en simis, gibons i micos del vell mén amb una
conservacio respecte Homo sapiens per sobre del 85% en totes les regions del gen analitzades,
excepte especificament 5 kb del promotor del gibo i el colob amb un 75% d’identitat. A partir
dels micos del vell mén les regions no codificants del gen FXN, és a dir, I’intro 1, promotor i
3’UTR ja no estaven conservades, tenint entre 15-65% d’identitat en les altres espécies respecte
els humans. El fet que les repeticions GAA de I’intr6 1 es trobin a I’interior d’una seqiiéncia Alu,
que evolutivament va aparéixer a partir de 1’ordre dels primats, reforga 1’alta identitat trobada en

I’intr6 1 del gen FXN en comparacié amb espécies d’altres ordres i families.

Posteriorment, es va analitzar detalladament cadascuna de les regions esmentades per trobar zones
altament conservades que potencialment poguessin ser importants en la regulacid del gen. En la
regio de 5 kb de promotor i I’intré 1 del gen FXN es van trobar 4 i 3 zones altament conservades,
respectivament (Figura 15). Mentre que la regio 3’ del gen FXN que no es tradueix (3’UTR) va
presentar una conservacio uniforme al llarg de la seva seqliencia, i particularment al llarg dels
primers 4.200 pb (Figura 16), on s’havien descrit 10 llocs d’unié de microARN (ARNmMi) que
podien participar en la regulacié del gen (568,569), suggerint que aquesta regié podia tenir papers

importants en la regulacio de I’expressio de la frataxina.

1.2. Prediccio d’elements reguladors en el gen FXN.

Per identificar possibles elements reguladors transcripcionals del gen FXN, es va analitzar
bioinformaticament la sequiéncia de 5 kb immediatament abans del codd d’inici de traduccio i les
primeres 1.600 pb de I’intr6 1. Es van seleccionar tinicament els primers 1.600 pb de tot ’intr6 1
perque es va identificar com un dels grups de sequiéncies conservades evolutivament, perqué estan
proximes al lloc d’inici transcripcional descrit en el gen FXN i inclouen les repeticions GAA, que
en expansio anormal, causen la deficiéncia de frataxina i la patologia FRDA. En total, es van
predir 20 llocs d’uni6 per a 10 factors de transcripcid diferents (Figura 15). Dels quals, els més
rellevants van ser YY1, NR1D1 i NRF1.
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Figura 15. Conservacid i predicci6 d’elements de regulacio transcripcional en la seqiiéncia promotora
de 5 kb i ’intréo 1 del gen FXN. El percentatge de conservacio de les 5 kb de regié potencialment
promotora (A) i intrd 1 (B) estan representades en blau. Més intensitat de color, indica més conservacio.
Cada linia horitzontal representa la seqtiéncia del gen FXN en aquella regi6 per cadascuna de les espécies
analitzades en la Figura 14. En gris estan representades les regions no alineades, i en groc les regions que

no estan seqlienciades en el genoma de referéncia. Les espécies es van agrupar filogenéticament en els
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grups: primats (P), mamifers (M), aus (Au), réptils (R), amfibis (Am) i peixos (P). Les caixes amb linia
vermella marquen els grups de seqiiéncies més conservats evolutivament. Les caixes de colors de sobre el
grafic de conservacié mostren els diferents llocs predits d’unié de factors de transcripcio, i les caixes

ratllades representen els factors de transcripcio ja descrits.

El factor de transcripcio YY1 s’expressa de manera ubiqua i esta implicat en la repressio i
activacio de promotors. Normalment s’uneix prop dels llocs d’inici de transcripcié. La seva
activitat esta molt influenciada per la metilacié de I'ADN i esta involucrat en la modificacio
d’histones, podent dirigir les histones deacetilases i les histones acetiltransferases cap als
promotors. Es va predir que el factor de transcripcié YY1 es localitzava prop del lloc d’inici de
transcripcio del gen FXN, concretament a uns 250 pb. La seva localitzacid i els canvis epigenétics
a nivell de metilacié i compactacio de la cromatina deguts a I’expansi6 anormal del triplet GAA
en I’ataxia de Friedreich, suggereixen que podria tenir un paper important en la regulacié

transcripcional del gen FXN.

Els llocs d’uni6 NR1D1 es van predir tant dins de la seqiiéncia promotora de 5 kb com dins I’intrd
1 del gen FXN. La seva activitat esta regulada de forma hemo-dependent i esta implicat en la
secrecio d’insulina i relacionat a malalties cardiovasculars. Donat que la frataxina esta
directament implicada en la biosintesi de grups hemo i els simptomes habituals en pacients amb
FRDA inclouen diabetis i cardiomiopatia, dona suport a que NR1D1 sigui un regulador potencial
del gen FXN.

NRF1 és un factor de transcripcié que regula I'expressié de gens implicats en la biosintesi de
grups hemo. S'ha descrit que la reduccié dels nivells de frataxina en pacients amb FRDA comporta
una alteracio de les vies de biogénesi mitocondrial i una disminuci6 de PGCla, un activador de
NRF1. La disminucié de PGCla condueix a una reduccié de I’activitat NRF1 i, per tant, a una
expressid reduida de les seves dianes de regulacié establint un vincle entre NRF1 i FXN (276). El
lloc d’unié predit per a aquest factor de transcripcio en el gen FXN localitzava prop de I’ex¢ 1,

on s’havia descrit la preséncia d’uni6 d’altres factors de transcripcio (114,122).

Altrament, el gen FXN conté una regi6é 3°UTR molt llarga amb 6.365 pb, la qual s’ha suggerit que
pot tenir un paper en la regulacié de 1’expressié del gen FXN, pero malgrat aixo a dia d’avui
encara no s’ha descrit amb claredat. EIs microARN (ARNmi) son molécules curtes d'/ARN que
poden unir-se sobretot a la regi6 3’UTR dels ARNm regulant I'expressio dels gens
posttranscripcionalment. Actualment ja s'han descrit 10 ARNmI que s uneixen especificament en
la regio 3'UTR de FXN (568,569). En I’estudi de predicci6 bioinformatica es van identificar 97
possibles dianes d’uni6 de ARNmi al llarg de la regio 3’UTR de FXN (Figura 16), 95 de les quals
no han estat préviament descrites ni validades experimentalment. Interessantment, la majoria de

les sequéncies ARNmi predites es van trobar en els primers 400 pb de la zona 3’UTR, fet que
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indica que particularment aquesta regié podria ser important per a ’estabilitzacio dels transcrits
de FXN.
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Figura 16. Analisi de la regié 3°UTR del gen FXN. La conservaci6 de la regié 3’UTR del gen FXN es va
representar de la mateixa manera que en la Figura 15. Els nimeros en els quadres rosats sobre el panell de

conservacié representen el nimero de llocs diana de ARNmi predits cada 200 pb.

1.3. Comparacio entre la frataxina humana i ratoli.

Fins I’actualitat, en el gen huma FXN s’han descrit 4 transcrits d’ ARNm que potencialment poden
codificar una forma de frataxina, mentre que en el ratoli Uinicament se n’han descrit 2. En ambdues
especies, el transcrit 1 és el més abundant en tots els teixits i és el que codifica per la proteina
candnica més expressada, ampliament estudiada, i que desenvolupa la seva funcié en la

mitocondria.

Donat que aquest estudi tracta principalment d’avaluar una terapia genica en un model de ratoli
humanitzat per la frataxina (YG8R) que sigui alhora potencialment translacional per al tractament
en humans, en la qual es pretén utilitzar la seqliéncia de frataxina humana en els ratolins, es va
estudiar i comparar les seqliéncies del gen i la proteina frataxina d’huma i ratoli analitzant de
manera bioinformatica la seva similitud, capacitat per entrar a la mitocondria i per desenvolupar

la mateixa funcio.

Primer es va analitzar el grau d’identitat de la sequéncia nucleotidica codificant del transcrit 1
d’ARNm de frataxina d’huma (633 pb) i de ratoli (624 pb), ambdos amb els exons 1a, 2, 3, 4a i
5a (Figura 17); i la seqliéncia aminoacidica precursora de la isoforma 1 de frataxina humana (210

aa) i de ratoli (207 aa) (Figura 18), mitjancant els alineaments de les sequéncies.
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Figura 17. Conservacié entre les sequéncies d’ARNm dels transcrits 1 de frataxina humana i de

o]

ratoli. La intensitat de blau indica el percentatge d’identitat. Els nimeros de sobre la identitat indiquen la
mida de la seqiiéncia en pb. Les caixes en blanc corresponen proporcionalment a la mida de la seqiiéncia

dels exons codificants en ambdoés transcrits 1 de frataxina.

El total de la seqiiencia codificant del transcrit 1 d’ARNm de frataxina de ratoli té una identitat
del 74,2% respecte el d’huma. De manera similar la isoforma 1 de la proteina frataxina de ratoli
té un 71,5% de similitud respecte la isoforma 1 humana. També es va realitzar I’alineament
individual de manera separada de les seqliéncies d’ARNm i de proteina que corresponen a
cadascun dels exons. Per una banda, I’ex6 1 amb una identitat del 54,7% pel transcrit d’ARNm i
37,7% per la proteing; i ’ex6 2 amb 64,2% i 45,2% d’identitat pel transcrit d’ARNm i proteina,
respectivament; van ser els exons amb menys identitat. Per ’altra, els exons 3, 4a, 5a es van trobar
molt conservats, per sobre del 81% d’identitat en la seqiiéncia del transcrit i per sobre del 92%
d’identitat en la seqiiencia de proteina. Aixo suggereix que tant la proteina de ratoli com humana
mantenen una funcié comu, degut a que es va descriure que la part funcional es trobava en
I’extrem carboxil de la proteina. L’alineament de la forma madura de la isoforma 1 de frataxina
humana i ratoli, de 130 aa ambdues, que localitza a la mitocondria i desenvolupa la part funcional,
va mostrar una identitat del 90,77%, mantenint els residus acidics, que potencialment poden

d’unir-se a ferro, invariables entre ambdues formes (Figura 18).
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| Exo 1a | Exo2 | Exo3 | Exo4a | Ex65a |
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Isoforma 1 FXN humana [I]] I
Isoforma 1 FXN de ratoli
?Lﬂmo [ Peptid de transit (1-41aa) [ Forma madura (81-210 aa) WV Liocs de tall de la MPP

Figura 18. Conservacio entre les isoformes 1 de proteina frataxina humana i ratoli. La intensitat de
blau indica el percentatge d’identitat. Els numeros de sobre la identitat indiquen la mida de la seqiiéncia en
aminoacids (aa). Les caixes corresponen proporcionalment a la mida de la seqiiencia dels exons codificants
en ambdos isoformes 1 de frataxina. En color beix s’indica la seqiiencia del peptid de transit, i en verd la

forma madura. Els triangles negres indiquen el lloc de tall de la MPP.

En I’ex6 1a, esta descrit que els primers 41 aa de la proteina precursora frataxina humana,
codifiquen per I’anomenat peptid de transit, que és una seqiiéncia de localitzacié mitocondrial
que condueix la proteina frataxina a la mitocondria, on és tallada per la peptidasa de processament

mitocondrial (MPP) a la seva forma madura i de manera que queda internalitzada en la
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mitocondria. Donada la baixa identitat en aquest fragment de la proteina entre huma i ratoli, que
va ser de 42,5%, es va analitzar amb dos programes de prediccid diferents, si la proteina frataxina
de ratoli contenia seqiiencia de localitzacié mitocondrial i si era capac de ser processada per la
MPP. Es va determinar que ambdds isoformes 1 contenien seqiiéncia de localitzacié mitocondrial
en I’extrem N-terminal, amb un valor de 0,996 i 0,82 sobre 1, per la frataxina humana; i 0,996 i
0,86 per la frataxina de ratoli. Com a control es va incloure la isoforma 4 de la frataxina humana,
que no localitza en la mitocondria degut a que no té 1’ex6 la i per tant manca de I’extrem N-
terminal que conté el peptid de transit (veure apartat 9.3 de la introduccid), amb uns valors de
0,000 i 0,17. A més, es va determinar que la MPP és capag de realitzar el tall entre els residus
glicina i lisina compartits en ambdos organismes, que corresponen a I’aminoacid 41 en I’huma i

40 en el ratoli.

2. Estudi de I’expressio d’ARNm i proteina frataxina en pacients amb ataxia de

Friedreich.

Per tal de comprovar quins nivells tenen les persones afectades d’ataxia de Friedreich i determinar
la quantitat de frataxina que es necessita expressar per evitar o revertir la fisiopatologia
caracteristica de la malaltia, es van quantificar els nivells d’ARNm i proteina frataxina a partir de
cél-lules sanguinies i cél-lules fibroblasts extretes de pacients amb ataxia de Friedreich,
d’individus sans portadors de la mutacio i individus sans no portadors. Si bé ja es van descriure
els nivells dels individus afectes, I’objectiu en aquest estudi a més va ser conéixer la relacio dels
nivells de frataxina entre individus dins de la mateixa familia i aixi correlacionar els valors de
manera més fidel, reduint al maxim la variabilitat genética, ja que tenen un fons genétic molt
semblant. Alhora, també va permetre comparar la correlacié entre els nivells d’expressio

d’ARNm i proteina frataxina en diferents tipus cel-lulars.

2.1. Nivells d’expressio d’ARNm de FXN de cel-lules de pacients amb FRDA.

Es va avaluar I’expressié dels nivells d’ARNm de frataxina mitjancant droplet digital PCR
(ddPCR) en cél-lules sanguinies extretes d’una familia de 5 individus, on ambdos pares eren
portadors de la mutacié amb una expansid de repeticions GAA, amb tres fills, cadascun amb els
possibles genotips que es poden heretar, és a dir, un fill sa no portador, un fill sa portador i un fill

afecte d’ataxia de Friedreich (Figura 19B).

La ddPCR va permetre quantificar el nimero de copies d’ARNm de FXN present en les cél-lules
mononuclears de sang periferica de manera mes sensible, precisa i exacta que altres métodes com
la gRT-PCR. En la mateixa reacci6 de PCR es van utilitzar els encebadors i sonda marcada amb

el fluorofor FAM per amplificar especificament I’ARNm de tots els transcrits de frataxina
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(dHsaCPE5031641, Bio-Rad Laboratories) i encebadors i sonda marcada amb fluorofor HEX per
amplificar I’ARNm de la proteina d’uni6é a TATA (TBP) com a control intern. Es van quantificar
el nimero de droplets o gotes positives del total obtingudes tant per ’ARNm de frataxina com
pel control intern TBP (Figura 19A). Els valors de FXN es van normalitzar als valors del control
intern per cadascuna de les mostres, i es va establir com a percentatge maxim de frataxina, els

nivells ’ARNm FXN obtinguts d’un individu control no portador alie a la familia.
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Figura 19. Quantificacio dels nivells d’expressio d’ARNm de frataxina en cél-lules mononuclears de
sang periférica en un nucli familiar amb un individu afecte d’ataxia de Friedreich. A) Diagrama de la
lectura de fluorescencia resultant de la ddPCR pels fluorofors HEX i FAM. Cada punt fa referéncia a una
gota (verd per les TBP positives, blau per les FXN positives i gris per les negatives). La linia violeta marca
el llindar a partir del qual els droplets van ser positius. En una de les reaccions pel TBP i FXN no es va
afegir I’enzim retrotranscriptasa (- RT) en la reaccié com a control per descartar I’amplificaci6 inespecifica
d’ADN genomic. B) Arbre genealdgic familiar amb el genotip i nimero de repeticions del triplet GAA en
cada al-lel del gen FXN dels 5 individus que s’analitzen. En vermell es mostren les repeticions GAA que
son patologiques. Els quadrats indiquen el génere masculi i la rodona femeni. En blanc s’indica no portador,
meitat blanc meitat negre indiquen portadors i completament negre indica 1’individu afecte amb FRDA. C)
Percentatge dels nivells d’expressi6 d’ARNm de frataxina de cada individu, normalitzats als nivells

d’expressié d’un individu sa no portador, ali¢ a la familia.

Els resultats de la quantificacio d’ARNm de frataxina en sang total van demostrar que el fill no
portador de I’expansio GAA tenia uns nivells del 99,2%, practicament iguals als de la mostra
control. El fill portador asimptomatic, heterozigot per ’expansio GAA, va presentar uns nivells

del 35,5%; semblants als valors del pare i la mare, també portadors, amb 27,8% i 35,1%
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respectivament. Finalment, el fill amb ataxia de Friedreich va resultar tenir els nivells d’ARNm

de frataxina més baixos, amb un 7,4% en cél-lules de sang periférica (Figura 19C).

De manera semblant, es van avaluar els nivells d’ARNm de frataxina en cel-lules fibroblasts
d’individus sans no portadors, individus sans portadors i individus afectes FRDA de diverses
families, aquest cop per gRT-PCR i utilitzant la quantificacié dels nivells d’ARNm de beta-2-
microglobulina (B2M) com a control intern (Figura 20A). Els nivells d’ARNm de frataxina dels
pacients amb FRDA en cel-lules fibroblasts van oscil-lar entre 20 i 39,2% respecte la mitjana dels
individus no portadors que es va establir com a referencia, a 100%. En canvi, els individus
portadors van mostrar valors de frataxina més elevats, entre 37-64,8%. Interessantment, entre els
individus afectes, el pertanyent a la familia 1, que contenia un nimero de repeticions més elevat,
amb 1.060 en I’al-lel curt, va evidenciar uns nivells de frataxina més baixos. De la mateixa
manera, un individu de la familia 1, va expressar els valors més baixos dins del grup dels individus

portadors (Figura 20A).
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Figura 20. Nivells d’expressié6 d’ARNm de frataxina en I’ataxia de Friedreich. A) Quantificaci6 dels
nivells de d’ARNm de frataxina en c¢l-lules fibroblasts extretes d’individus no portadors, portadors i
afectes de FRDA de diferents families. Es va determinar el valor 100% d’expressi6 de frataxina a la mitjana
dels valors dels individus no portadors. Els individus que eren familiars genéticament es van marcar amb
el mateix color. A sobre de cada barra hi ha el nimero de repeticions GAA que contenia cadascun dels
individus analitzats, marcades en vermell les repeticions que tenien un nimero patologic. B) Comparacio

de la mitjana dels nivells d’expressio d’ARNm de frataxina en cel-lules fibroblasts i mononuclears de sang
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periférica en individus no portadors, portadors i afectes de FRDA. Es va definir la mitjana dels nivells
d’ARNm de frataxina del grup d’individus no portadors com a percentatge maxim d’expressio (100%), en

ambdds tipus cel-lulars.

De cara a realitzar una terapia genica personalitzada per incrementar els nivells de frataxina, es
va poder quantificar el percentatge d’expressio d’ARNm de frataxina que calia incrementar per
cada familia per separat per arribar a uns nivells no patologics, calculant la diferéncia entre els
nivells de I’individu afecte i el portador amb els nivells més baixos de cada familia. Per tant, el
rang d’increment de frataxina necessari per les families 1, 2 1 3 va ser d’un 17%, 3,9% 1 30,6%,
respectivament en cel-lules fibroblasts. D’aquesta manera es va determinar la heterogeneitat en
els nivells d’ARNm de frataxina entre families i entre individus del mateix grup, en gran part

degut al nimero diferent d’expansions patologiques GAA i a la diferent edat de cadascun d’ells.

Per coneixer els nivells patologics d’expressié d’ARNm de frataxina que tenen els pacients amb
ataxia de Friedreich i els nivells no patologics dels individus portadors en diferents tipus
cel-lulars, es va calcular la mitjana de cadascun dels grups en cél-lules fibroblasts i cél-lules
mononuclears de sang periférica. En les cel-lules fibroblasts els individus afectes amb ataxia de
Friedreich van mostrar un 27% d’expressio d’ARNm de frataxina respecte als individus sans no
portadors, mentre que els individus portadors van expressar un 52% (Figura 20B). En les cél-lules
sanguinies, la quantitat d’ARNm de frataxina en els individus afectes va ser del 7% i dels
individus portadors del 29% (Figura 20B), uns valors practicament iguals als que s’havien
obtingut mitjangant la ddPCR en I’estudi d’inicament una familia (Figura 19C). Aquests valors
es van calcular relativament als individus sans no portadors, assumint que tenien un 100%
d’expressié de frataxina, en ambdds tipus cel-lulars. D’aquesta manera, es va definir que era
necessari incrementar els nivells d’ARNm de frataxina dels individus amb FRDA en un rang
aproximadament entre 22-25% per aconseguir uns nivells de frataxina no patologics i per tant

potencialment terapéutics.

2.2. Nivells d’expressio de la proteina frataxina en cel-lules de pacients amb FRDA.

Amb I’objectiu de conéixer els nivells d’expressio de proteina frataxina dels pacients amb FRDA,
saber la quantitat minima de frataxina que cal expressar per no tenir la patologia i veure com
correlacionen els nivells de proteina amb els nivells d’ARNm, es van avaluar els nivells
d’expressio de la proteina frataxina de cel-lules fibroblasts de pacients amb FRDA, individus
portadors i no portadors mitjancant western-blot (Figura 21A). Es van seleccionar 3 individus no
portadors, 3 individus portadors i 5 individus afectes de FRDA. Donat que I’edat influencia en
els nivells de frataxina, es van seleccionar com a individus portadors, els que eren germans dels

individus afectes amb una edat més similar per poder fer comparatives intra i interfamiliars.
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Figura 21. Nivells d’expressio de proteina frataxina en cel-lules fibroblasts humanes. A) Western-blot
d’extracte total de proteina de cél-lules fibroblasts d’individus no portadors, portadors i afectes de FRDA.
Cada linia fa referéncia a un individu. Es va utilitzar els nivells d’expressi6 de GAPDH com a control de
carrega. B) Quantificacié de la mitjana dels nivells d’expressiéo de frataxina en cél-lules fibroblasts
d’individus no portadors, portadors i afectes de FRDA. Es va definir la mitjana dels nivells d’ARNm de
frataxina del grup d’individus no portadors com a percentatge maxim d’expressid (100%). C) Nivells
d’expressio de proteina frataxina de cadascun dels individus per separat. Els individus amb el mateix color
pertanyen a la mateixa familia, en condicio6 de germans, a excepcio dels que estan en color blanc. EIl nimero
de repeticions GAA en el gen FXN es mostra a sobre de les barres. El nimero d’expansions patologiques

esta marcat en vermell. Exp/Exp: al-lels expandits amb un nimero de repeticions GAA no determinat.

Els individus afectes de FRDA van mostrar uns nivells d’expressio de frataxina d’un 17% respecte
la mitjana dels individus no portadors, mentre que els individus portadors van expressar uns
nivells del 28% (Figura 21B). Aquests resultats van indicar que en cel-lules fibroblasts es
necessitaria incrementar aproximadament un 11% els nivells de proteina frataxina per tal que els
individus afectes tinguin uns nivells dins d’un rang no patologic. En comparacié amb els nivells
d’expressié d’ARNm de frataxina, els nivells d’expressio de proteina tant dels individus afectes
FRDA com dels individus portadors, van ser inferiors, amb una reduccié del 10% i 24%
respectivament, quan es van comparar amb els nivells dels individus no portadors. Les diferéncies
entre els individus afectes i portadors dins d’una mateixa familia van ser de 12,8% en la familia

1, 17,3% en la familia 2, i 5,2% en la familia 3 (Figura 21C).
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2.3. Estudi de I’expressio de frataxina en teixits neurologics d’un pacient amb
FRDA.

Es van caracteritzar els nivells d’expressié de proteina frataxina en diferents teixits del sistema
nervios d’un individu afecte de FRDA comparant-1os amb els nivells d’expressio en els mateixos
teixits d’un individu sa no portador de la mutacid. D’aquesta manera es va quantificar els nivells
d’expressio relatius de frataxina que aproximadament tenien els pacients amb FRDA. L’estudi

també va permetre determinar els teixits del sistema nervids que tenien més expressié de frataxina.

Es van avaluar els teixits nucli dentat (DN), protuberancia del tronc encefalic (PONS), medul-la
espinal cervical (SC-C) i medul-la espinal lumbar (SC-L) d’un individu sa no portador home de
78 anys, i d’un individu amb ataxia de Friedreich dona de 32 anys. A partir de 50 pg d’extracte
total de proteina de cadascun dels teixits i mitjancant western-blot, es van quantificar els valors
d’intensitat de les bandes de frataxina i es van normalitzar als valors d’intensitat del GAPDH que

es va utilitzar com a control de carrega (Figura 22A).
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Figura 22. Nivells d’expressio relatius de frataxina en teixits del sistema nerviés central. A) Western
blot a partir d’extracte total de proteina del nucli dentat (DN), protuberancia del tronc encefalic (PONS),
medul-la espinal cervical (SC-C) i medul-la espinal lumbar (SC-L) d’un individu d’un individu sa no
portador bar6 de 78 anys, i d’un individu amb ataxia de Friedreich dona de 32 anys. Es van utilitzar els
nivells d’expressié de GAPDH com a control de carrega. B) Quantificacio dels nivells d’expressio relatius
de frataxina de cadascun dels teixits de 1’individu amb FRDA. Els valors es van comparar amb els nivells
d’expressié de I’individu no portador, els quals se’ls va assignar el valor maxim 1 a cadascun dels teixits
per separat. C) Nivells d’expressio de frataxina en cadascun dels teixits del sistema nervios de I’individu
no portador (en blanc) i I’individu FRDA (en negre). Els valors es van relativitzar al valor de la medul-la

espinal lumbar de I’individu no portador, que va ser el més alt i per tant, se li va assignar el valor 1.
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Per fer la comparacié relativa dels nivells d’expressi6 de frataxina de cadascun dels teixits de
I’individu afecte i I’individu no portador, es va assignar el valor maxim 1 als nivells d’expressio
de frataxina de cadascun dels teixits de 1’individu no portador. D’aquesta manera, els nivells
d’expressio de frataxina en els teixits del pacient amb FRDA van ser de 0,12 en el nucli dentat,
0,49 en la protuberancia, 0,15 en la medul-la espinal cervical i 0,49 en la medul-la espinal lumbar.
En general, els nivells relatius deficients de frataxina van situar-se en un rang entre el 12-49%

respecte els nivells de I’individu sa (Figura 22B).

Els nivells d’expressié més alts de frataxina en 1’individu huma sa no portador es van veure en la
part lumbar de la medul-la espinal, la qual se li va assignar el valor 1, seguit del nucli dentat 0,84;
la protuberancia 0,54; i finalment la part cervical de la medul-la espinal 0,35 (Figura 22C). En
I’individu afecte amb FRDA, la medul-la espinal també va ser el teixit amb més expressio, perd
curiosament, la resta de teixits no van seguir el mateix ordre, demostrant una disminucié més
drastica de la proteina frataxina en el nucli dentat i la medul-la espinal cervical. En aquest estudi
no es va poder realitzar un analisi estadistic conclusiu perqué Gnicament es va incloure 1 individu
de cada grup, degut a la dificultat d’obtencio dels teixits humans de pacients amb FRDA. No
obstant aixo, els resultats inicials d’aquest estudi preliminar van servir com a indicacio per futurs

estudis més extensos.

3. Caracteritzacio de la patologia mitocondrial en I’ataxia de Friedreich.

3.1. Avaluacio de la funcié mitocondrial i de 1’estrés oxidatiu en cél-lules de pacients
amb FRDA.

Per tal d’avaluar la patologia mitocondrial i I’estrés oxidatiu caracteristics en I’ataxia de
Friedreich i tenir biomarcadors per la posterior avaluaci6 del tractament de terapia génica en el
model de ratoli amb la malaltia, es van analitzar mitjancant western-blot, extractes de proteina de
cel-lules fibroblasts de pacients amb FRDA i es van comparar amb els familiars directes sans

portadors i sans no portadors (Figura 23A).

Es va determinar els nivells d’expressio relatius de les proteines mitocondrials VDAC1 i ATP5H
per a coneixer nivells relatius de mitocondries en les cel-lules fibroblasts. El canal 1 d’anions
depenent de voltatge (VDACL) és una porina present en la membrana mitocondrial externa,
mentre que la subunitat d de la ATP sintasa (ATP5H) és una proteina pertanyent al complex V de
la cadena transportadora d’electrons que localitza en la membrana mitocondrial interna. Ambdos

proteines s’han utilitzat ampliament com a biomarcadors mitocondrials (570).

Per analitzar I’estrés oxidatiu que es genera en les cel-lules afectes de la malaltia, es va quantificar

I’expressio de proteines carbonilades a través de la immunodeteccié del producte aldehidic 4-
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hidroxinonenal (4-HNE), que és un biomarcador de peroxidacid lipidica; i els nivells d’expressio
de la proteina detoxificadora superoxid dismutasa (SOD1), que converteix els radicals lliures de
I’oxigen en compostos estables i no toxics per la cél-lula. La peroxidacio lipidica causa
I’increment de proteines carbonilades degut a I’oxidaci6 de les cadenes d’aminoacids i dels lipids
de membrana, formant el producte aldehidic 4-HNE; mentre que la detoxificacié de radicals
lliures d’oxigen en la cel-lula és realitzada per la SOD1, de manera que una desregulacio dels

nivells d’aquesta proteina incrementa 1’estrés oxidatiu en la cél-lula.
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Figura 23. Avaluaci6 de la patologia mitocondrial i I’estrés oxidatiu en pacients amb ataxia de
Friedreich. A) Es van analitzar cél-lules fibroblasts d’individus no portadors, portadors i afectes amb
FRDA i medul-la espinal lumbar (SC-L) d’un individu no portador (NP) i afecte (FRDA) mitjangant
western-blot i es van quantificar els nivells relatius d’expressio de VDAC1, ATP5H, 4-HNE i SOD1 en B)
cel-lules fibroblasts i C) medul-la espinal lumbar. Es van analitzar 3 individus no portadors, 3 individus
portadors i 5 individus afectes FRDA per les cel-lules fibroblast; i 1 individu no portador i afecte per la
medul-la espinal lumbar. Els valors de cada grup es van comparar als nivells d’expressio dels individus no
portadors per cada proteina, que es van normalitzar a 1. La linia discontinua indica els nivells de proteina
relatius de I’individu no portador. EI GAPDH es va utilitzar com a control de carrega. Les barres d’error
representen el SEM. * indica una significanga estadistica P<0,05 entre els grups comparats determinats per

la barra.
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Per calcular els nivells d’expressio relatius de cadascuna de les proteines analitzades, es van
comparar els valors de cada individu respecte la mitjana dels nivells d’expressio dels individus

sans no portadors per cadascuna de les proteines analitzades, essent el valor d’aquests 1.

En la quantificacié del nimero de mitocondries, els pacients amb FRDA van mostrar nivells
reduits d’expressio de VDACI i ATP5H en les cél-lules fibroblast, amb valors de 0,61 i 0,51,
respectivament, essent estadisticament menors pel VDACL1 als valors dels individus no portadors
[Fee=5,174, P=0,020]. Curiosament, els individus portadors també van mostrar valors
d’expressio inferiors de VDAC1 i ATPSH, amb valors de 0,47 1 0,68, similars als individus afectes
amb FRDA, i sent també estadisticament diferents en el VDACL als individus sans no portadors
[Fee=5,174, P=0,031]. La quantificacié dels biomarcadors d’estrés oxidatiu va evidenciar per
una banda I’increment significatiu de 4-HNE i la reduccio significativa de la proteina SOD1 en
els fibroblasts dels pacients amb FRDA amb uns valors de 2,02 i 0,65 respectivament
[Fee=06,359, P=0,03] [Fre=4,500,P=0,016]. Els individus portadors no van mostrar
diferencies en els nivells de 4-HNE comparat amb els individus no portadors, pero si un descens
dels nivells relatius de proteina SOD1, no tant severs com en els individus afectes, pero
significatius [F, =4,500, P=0,036] (Figura 23B).

En la medul-la espinal lumbar de pacient comparada amb la d’un individu huma, no es van poder
extreure resultats conclusius degut a que només es va disposar d’una mida mostral d’1 individu
de cada grup. Tot i aixo0, els resultats obtinguts van mostrar que els nivells d’expressié de VDAC1
i ATP5H en el pacient amb FRDA eren molt més baixos que els detectats en cél-lules fibroblasts,
amb valors de 0,1 1 0,22 respectivament, comparat amb els nivells d’expressié de I’individu no
portador. Pel que fa a I’estrés oxidatiu, els nivells d’expressié 4-HNE detectats van ser gairebé el
doble dels valors del nivells d’expressio dels individus sans, amb 1,93, similar al que es va veure
en les cel-lules fibroblast. En canvi, no es va identificar canvis en la quantitat de SOD1, on el
pacient amb FRDA va mostrar un valor de 1,03 (Figura 23C). Per tant, aquests resultats obtinguts
en la medul-la espinal lumbar, juntament amb els obtinguts en les cel-lules fibroblast, van

evidenciar una alteracié mitocondrial patologica i I’increment de ’estrés oxidatiu.

L’estrés oxidatiu en les cél-lules fibroblasts de pacients amb FRDA es va caracteritzar per
I’increment de la peroxidacio lipidica i I’acumulacio6 de radicals lliures d’oxigen per deficiéncia
de la proteina detoxificadora SOD1. En canvi, en la medul-la espinal lumbar del pacient amb
FRDA, I’increment de I’estrés oxidatiu es va definir inicament per la preséncia de peroxidacio
lipidica, pero no per la deficiéncia de la proteina detoxificadora SOD1, suggerint I’especificitat

de teixit d’aquest biomarcador.

El individus portadors també van presentar un descens significatiu dels nivells d’expressio de

VDACI i SOD1, amb una tendéncia disminuida també d’ATP5H, que tot i que no va ser tant
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severa com en els individus amb ataxia de Friedreich, va suggerir que els nivells de deficiéncia

de frataxina son critics i correlacionen amb el grau d’afectacio patologica en les mitocondries.

3.2. Avaluacio de la ultraestructura i la morfologia de cel-lules fibroblasts de
pacients amb FRDA mitjangant criomicroscopia tomografica de raigs X.

Amb I’objectiu d’elucidar 1’afectacio a nivell subcel-lular de cel-lules no neuronals deficients de
frataxina, es va avaluar I’estructura i morfologia de cél-lules fibroblasts de pacients amb FRDA

a través de criomicroscopia tomografica de raigs X a partir de llum de sincrotro.

Donat que els fibroblasts sén cél-lules molt grans i de morfologia allargada, el camp de visié de
la camera no va permetre adquirir les imatges del total de la cél-lula. De manera que per poder
realitzar una comparacio entre cel-lules de diferents individus, es va seleccionar la mateixa zona
de la cél-lula fibroblast per a totes. Aquesta zona es va definir per incloure una part del nucli com
a referéncia, i la zona adjacent del citoplasma, ja que es va veure que tenia un contingut més elevat
d’organuls. D’aquesta manera es va poder comparar la mateixa zona en totes les cel-lules de 3

individus no portadors, 4 individus portadors i 4 individus afectes amb FRDA (Figura 25A).

A diferéncia de la microscopia electronica de transmissio (TEM), que permet adquirir imatges
amb una alta resolucio pero inicament d’una sola seccio bidimensional (2D), la criomicroscopia
tomografica de raigs X en la linia MISTRAL del sincrotr6 ALBA, va permetre 1’adquisicio de
multiples projeccions bidimensionals de la mateixa zona cel-lular amb un angle de rotacié diferent
cadascuna, permetent mitjangant el proces de desconvolucio, posterior alineament i reconstruccio,
la obtencié d’imatges tridimensionals (3D) de I’interior cel-lular. D’aquesta manera es van
identificar estructures subcel-lulars com les mitocondries, el nucli, vesicules i gotes lipidiques;
per tant, es va poder mesurar volumétricament cadascuna d’aquestes estructures subcel-lulars
identificades i comparar-les entre les cel-lules dels diferents grups d’individus. Tot i aixo, d’entre
els organuls identificats, I’estudi es va focalitzar en les mitocondries perque per una banda €s on
localitza la frataxina, i per I’altra, la deficiéncia d’aquesta proteina causa disfuncié mitocondrial

tal com s ha descrit en determinats tipus cel-lulars dels pacients amb FRDA (571).

En les cél-lules fibroblasts de pacients amb FRDA es va observar la preséncia de mitocondries
amb una morfologia diferent a la comd, caracteritzada per tenir un increment de la seva mida,
amb aparenca inflada, la matriu buida, i les crestes i la membrana mitocondrial interna
disgregades i amb tendéncia a acumular-se en els pols de la mitocondria. La presencia de
mitocondries amb aquesta morfologia anormal identificada en els fibroblasts de pacients amb
FRDA corrobora el que s’havia vist anteriorment en estudis de microscopia electronica en
cél-lules deficients de frataxina (194,233,572,573), on havien relacionat aquesta morfologia

anormal amb la patologia mitocondrial caracteristica de la malaltia causada per la deficiéncia de
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frataxina. Malgrat aix0, fins ara no s’han reportat estudis detallant, la ultraestructura
tridimensional de les mitocondries de pacients, ni s’ha comparat amb els familiars portadors per

entendre millor la seva relacié patologica.

Donat que les mitocondries anormals presentaven qualitativament com a caracteristica
morfologica general un increment de la seva mida, es va mesurar la mitjana del diametre
d’aquestes mitocondries i es va comparar respecte les mitocondries amb una morfologia comu.
D’aquesta manera, es va determinar quantitativament que les mitocondries que tenen una
morfologia comu, no patologica, presents de manera majoritaria en els fibroblasts d’individus no
portadors i portadors, tenien un diametre de mitjana de 0,63 um; mentre que les mitocondries amb
una morfologia anormal, que es van observar majoritariament en els fibroblasts dels pacients amb
FRDA, tenien un diametre d’aproximadament 1 pm de mitjana, gairebé el doble que les

mitocondries comunes [Fq5=21,200, P=0,009] (Figura 24B).
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Figura 24. Caracteritzacio de la morfologia mitocondrial de les cel-lules fibroblasts de pacients amb
ataxia de Friedreich. A) Imatges ampliades d’una seccié bidimensional (part superior) i la seva
reconstruccié volumétrica (part inferior) de I’interior citoplasmatic d’una cél-lula fibroblast d’un pacient
amb ataxia de Friedreich on s’observen mitocondries amb una morfologia comud (vermell) i mitocondries
amb una morfologia anormal patologica (taronja). Dins les mitocondries amb una morfologia anormal, les
fletxes negres indiquen les que mantenen les crestes mitocondrials definides, i les fletxes blanques senyalen
les que presenten la disrupcid i acumulacié de les crestes en els pols de la mitocondria. La barra d’escala
indica 1 um. B) Quantificacio6 de la mitjana del diametre de les mitocondries amb una morfologia comd i
anormal. Es van analitzar les mitocondries dels 3 individus sans no portadors i dels 4 individus amb FRDA.

Les barres d’error representen el SEM. ** indica una significanca estadistica P<0,01.

Interessantment, dins de les mateixes cél-lules fibroblasts dels pacients afectes es van identificar
mitocondries amb una morfologia anormal heterogénia, indicant que tenien diferents graus de
severitat patologica. Determinades mitocondries mostraven Unicament un increment de volum,
mantenint les crestes visibles i ben definides, tot i que de manera més separada i menys denses;
mentre que altres mostraven també aquest increment de la mida, pero ja amb la disrupcid de les

crestes, que s’acumulaven en els pols de la mitocondria evidenciant una matriu totalment buida.
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La pérdua de les crestes mitocondrials estableix una evolucié progressiva de la morfologia

mitocondrial anormal, i suggereix una major severitat patologica a nivell funcional (Figura 24A).
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Figura 25. Avaluacio6 ultraestructural i morfologica tridimensional de cél-lules fibroblasts de pacients
amb FRDA mitjancant imatges obtingudes per criomicroscopia tomografica de raigs X amb llum de
sincrotrd. A) Imatges d’una secci6 bidimensional (part superior) i la seva reconstruccié volumétrica (part
inferior) de les estructures subcel-lulars identificades de cél-lules fibroblasts d’un individu no portador, un
individu portador i un individu amb ataxia de Friedreich (FRDA). Les diferents estructures subcel-lulars
identificades es van marcar en colors: nucli (groc), mitocondries amb morfologia comud (vermell),
mitocondries amb morfologia patologica (taronja), vesicules (blau) i gotes lipidiques (verd). La barra
d’escala correspon a 5 um. B) Quantificacié del nimero total de mitocondries relatiu al volum citoplasmatic
de cada cel-lula. Els valors es van normalitzar al nimero de mitocondries dels individus afectes FRDA. C)
Quantificacié del volum total de mitocondries relatiu al volum citoplasmatic de cada cél-lula. D-E)
Percentatge del nimero i volum de mitocondries amb una morfologia anormal patologica respecte el
namero i volum total de mitocondries, respectivament. Es van analitzar cél-lules de 3 individus sans no
portadors, 4 individus sans portadors i 4 individus amb FRDA. Les barres d’error representen el SEM. *
indica una significanca estadistica P<0,05 entre els grups comparats determinats per la barra; ** indica una

significanca estadistica P<0,01.

Amb les imatges reconstruides a partir de les tomografies obtingudes per criomicroscopia
tomografica de raigs X es va realitzar un estudi mitocondrial poblacional i volumetric de les

cel-lules fibroblasts com abans mai s havia fet per 1’ataxia de Friedreich.

Inicialment, es va analitzar el ndmero i el volum del total de mitocondries relatiu al volum
citoplasmatic de cada cel-lula a partir de les tomografies obtingudes dels fibroblasts. Tot i no
veure diferéncies significatives en el nimero i el volum de mitocondries totals entre els fibroblasts
dels individus no portadors, portadors i afectes, si que es va observar una tendencia contradictoria
entre aquestes dues mesures. Per una banda, els fibroblasts dels pacients amb FRDA van mostrar
una tendéncia a tenir un nimero inferior de mitocondries en comparacié amb els individus
portadors, i més accentuat respecte els individus no portadors. D’altra banda, tot i tenir menys
mitocondries, els fibroblasts dels individus afectes van demostrar una tendéncia a tenir més volum
mitocondrial que els individus portadors i no portadors (Figura 25B-C). Aix0 va ser degut a la
presencia de les mitocondries amb morfologia anormal que es va observar en els fibroblasts dels
pacients amb FRDA (Figura 25A). Contrariament, en els fibroblasts d’individus no portadors i
portadors, la majoria de mitocondries mostraven una morfologia comuna, esfériques amb una
mida petita, aproximadament 0,6 um de diametre, amb les crestes mitocondrials definides i una

matriu densa.

La quantificacio del nimero i volum d’aquestes mitocondries amb una morfologia anormal va
evidenciar que els fibroblasts de pacients amb FRDA presentaven un percentatge
significativament més elevat d’aquestes en comparacié amb els fibroblasts d’individus portadors

i no portadors. Concretament, els pacients amb FRDA van mostrar un percentatge en ndmero i
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volum de mitocondries anormals respecte el total de mitocondries del 69% i 76% respectivament,
comparat amb el percentatge dels individus portadors germans dels afectes, de 44% i 47%
[Fes=16,671, P=0,024] [Fpg=5,559, P=0,04], seguit pels individus no portadors amb el
percentatge de mitocondries anormals més baix, de 31% i 24% respectivament
[Fes=16,671, P=0,004] [Fes=>5,559, P=0,009] (Figura 25D-E). D’aquesta manera, els
pacients amb ataxia de Friedreich van mostrar un increment patologic aproximat del 25-29% de
mitocondries amb les caracteristiques morfologiques anormals respecte els individus portadors
familiars que son sans. Aixo va suggerir, que I’aparicié i increment de mitocondries amb una
morfologia patologica correlaciona de manera inversament proporcional amb els nivells de
frataxina que es van quantificar en les cel-lules fibroblasts dels individus no portadors, portadors

1 afectes d’ataxia de Friedreich.
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1. Model de ratoli YG8R amb ataxia de Friedreich.

El model animal que es va utilitzar per poder desenvolupar aquest estudi va ser el model de ratoli
humanitzat YG8R. Aquest ratoli de la soca C57BI6, es trobava en un fons genétic knock-out (KO)
pel gen endogen muri de la frataxina i s’havia rescatat amb un transgen mitjangcant un YAC que
contenia dos copies en tandem del gen huma FXN amb 90 i 190 repeticions del triplet GAA,
ambdos patologiques en I’intrd 1 del gen. Aquest model de ratoli desenvolupat pel Dr. Mark Pook
(Brunel University London), i adquirit a The Jackson Laboratory pretén mimetitzar els signes de
I’ataxia de Friedreich. El ratoli presenta una afectacié motora i sensitiva progressiva i moderada
en comparacié amb I’afectacié en humans que és mes severa, i neuropatologia en els DRG i la
medul-la espinal (192). En I’arribada a les nostres instal-lacions en el Centre d’Experimentacio
Animal de I’TGTP es van caracteritzar els animals a nivell genétic i es va determinar el genotipatge
per tal de poder establir una colonia i obtenir el nimero d’animals adequats per poder realitzar

I’estudi de terapia genica.

1.1. Genotipatge.

1.1.1. Fxn endogen muri.

Per tal de comprovar que els ratolins YG8R sén KO per ambdos al-lels del gen Fxn muri, i per
tant incapagos d’expressar la proteina frataxina endogena del ratoli, es va amplificar per PCR
I’al-lel WT i I’al-lel KO de Fxn utilitzant encebadors especifics a partir d’ADN extret de la cua
dels ratolins. Es va incloure com a controls un ratoli de tipus salvatge (WT), i un ratoli heterozigot
pel gen endogen de la frataxina que contenia un al-lel WT i un al-lel KO i que es va obtenir del
creuament entre un ratoli YG8R i un ratoli WT. L’electroforesi en gel d’agarosa al 2% va revelar
la presencia d’una unica banda intensa de 520 pb en 1’animal WT, corresponent a ambdos al-lels
WT per la frataxina endogena. El ratoli heterozigot va presentar dues bandes, una de 520 pb i
I’altra de 245 pb, corresponent als al-lels WT i KO respectivament. Els ratolins YG8R no van
mostrar cap banda a 520 pb, Unicament una banda a 245 pb, amb la mateixa intensitat entre els
dos animals, la qual cosa va confirmar que els ratolins es trobaven en un fons genétic KO per
ambdds al-lels del gen Fxn, i per tant no expressaven la proteina frataxina murina, de manera que
I’tnica proteina frataxina que s’expressava en 1’animal era la provinent del transgén huma
(Figura 26).
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Figura 26. Determinaci6 del fons genetic knock-out dels ratolins YG8R. Imatge de I’electroforesi en
gel d’agarosa de la PCR realitzada a partir de d’ADN extret de la cua del ratoli. Cada carril correspon a una
ratoli diferent. M: marcador de mida Hyperladder I; Bl: blanc (Sense ADN de ratoli); WT: tipus salvatge;
KO: knock-out; H: heterozigot. Les bandes corresponen al fragment amplificat de 1’al-lel WT del gen Fxn
muri (520 pb), i I’al-lel KO del gen Fxn muri (245 pb).

1.1.2. Quantificacié del nimero de copies del transgén.

En els creuaments entre ratolins YG8R hemizigots la descendéncia que es podia obtenir sempre
es mantenia en un fons genétic KO per la frataxina endogena murina, de manera que Unicament
es diferenciaven els ratolins en el nimero de copies del transgén amb la frataxina humana que
poden tenir. Per tant, es podien obtenir ratolins amb tres possibles genotips, ratolins YG8R
homozigots (YG8R Tg/Tg), amb dues cOpies del transgén, una a cada cromosoma, i per tant 4
copies del gen huma FXN; ratolins YG8R hemizigots (YG8R Tg/-), amb una copia del transgén,
i 2 del gen huma FXN; i ratolins amb cap cOpia del transgen. D’aquests, els que no contenien cap
copia del transgen, no arribaven a néixer degut a que morien durant el desenvolupament

embrionari com a conseqiéncia de la falta total de frataxina.

Per diferenciar els ratolins YG8R hemizigots (Tg/-) pel transgen, dels homozigots (Tg/Tg), es va
posar a punt la quantificacio relativa del nimero de copies del transgén mitjancant PCR
quantitativa a temps real (QPCR) amb SYBR green, a partir de mostres d’ADN extretes de la cua
dels ratolins i amb encebadors dissenyats per amplificar Unicament una regi6 del gen huma de
frataxina, pero no del gen Fxn de ratoli. El gen FXN huma i Fxn de ratoli tenen una alta identitat
en les regions codificants, perd aquesta similitud disminueix en les regions no codificants com els
introns. Es per aix0 que els encebadors es van dissenyar per amplificar una regié de 102 pb de
I’intr6 1 del gen FXN huma, que no contenia el gen Fxn de ratoli. Com a control intern es va
utilitzar una regidé de 1’apolipoproteina B X-100 (74 pb) que és estable en quant a nimero de
copies i va permetre normalitzar els valors obtinguts de la quantificacié del transgeén. Els valors
de cada ratoli es van comparar amb els valors de ratolins YG8R hemizigots de genotip conegut

gue es van utilitzar com a control.
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Figura 27. Quantificacié del nUmero de copies del transgén amb el gen huma FXN en el ratoli YG8R.
A) Representacid de la quantificaci6 del nimero de copies del transgén de diferents ratolins (1-8) per qPCR.
Els valors de cadascun dels ratolins es van comparar amb la mitjana de tres ratolins control YG8R
hemizigots (Tg/-) de genotip conegut, la qual es va normalitzar a 1 que és el nimero de copies de transgéen
que contenen. Com a controls es van incloure 2 mostres de genotip conegut de ratolins YG8R homozigots
(Tg/Tg) i un ratoli WT. B) Electroforesi dels resultats de la gPCR per comprovar I’eficiéncia de la técnica
i ’especificitat dels encebadors per amplificar el fragment del gen de la frataxina humana del transgén (102

pb) i del gen de I’apolipoproteina B endogen del ratoli (74 pb).

Les mostres dels ratolins 2, 4, 5, 6 i 7 van mostrar uns valors proxims a 1, igual que els ratolins
control Tg/-, i per tant es van definir com a YG8R hemizigots (Negre). En canvi, les mostres dels
ratolins 1, 3 i 8 amb valors proxims a 2 copies del transgen, es van definir com a YG8R
homozigots (Tg/Tg). La mostra del ratoli WT que es va incloure com a control negatiu no va
mostrar amplificacié del gen FXN huma demostrant 1’especificitat dels encebadors (Figura 27).
D’aquesta manera, es va determinar el nimero de copies del transgén rutinariament de tots els

ratolins YG8R que es van utilitzar en aquest estudi.

1.1.3. Quantificaci6 del nimero de repeticions GAA.

El nimero de repeticions del triplet GAA dins ’intr6 1 del gen FXN té un paper fonamental en el
silenciament transcripcional del gen, i en conseqiiéncia en I’expressio de frataxina i la severitat
de la patologia. EI model de ratoli YG8R es va generar inicialment amb un transgén amb dos
copies en tandem del gen huma FXN, ambd6s amb un nimero de repeticions patologiques GAA
bial-léliques de 90 i 190.

Amb 1’objectiu de comprovar si els ratolins YG8R adquirits a The Jackson Laboratory contenien

I’expansid del triplet GAA en els gens FXN del transgen, es va realitzar una TP-PCR basada en
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fluorescéncia a partir d’ADN extret de la cua i amb encebadors especifics, dels quals un tenia un
marcador de fluorescéncia. D’aquesta manera, com més repeticions GAA contenia el gen FXN,
més senyal fluorescent es va emetre. Per poder comparar els resultats que es van obtenir en el
ratoli YG8R, es van incloure mostres humanes d’ADN d’un individu sa no portador, sense cap
al-lel amb I’expansi6 del triplet GAA, d’un individu afecte amb FRDA, i per tant, homozigot per
I’expansié GAA; i també es va afegir una mostra d’ADN de ratoli WT, sense I’expansio GAA.
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Figura 28. Analisi de I’expansio del triplet GAA en els ratolins transgénics YG8R mitjan¢ant TP-

It

WAL

PCR. Perfil dels pics de fluorescéncia de la TP-PCR d’un individu huma no portador, huma amb FRDA,
ratoli WT i ratoli YG8R Tg/-. Cada pic fa referéncia a un triplet de repeticions GAA. Com més s’estén el
perfil de pics, més llarga és la mida del producte de TP-PCR, i per tant més expansions GAA conté. Els
pics en vermell fan referéncia al marcador estandard de mida de 250, 300, 340, 350 pb. En I’eix ordenat es

mostra ’escala arbitraria d’intensitat de fluorescéncia.

La mostra control humana de 1’individu no portador i de ratoli WT van evidenciar un espectre de
fluoresceéncia similar, amb pocs pics, corresponents a I’abséncia d’una expansié llarga de
repeticions GAA. En canvi, el ratoli transgénic hemizigot YG8R va mostrar el mateix patrd
d’espectre fluorescent que I’individu huma afecte d’ataxia de Friedreich, confirmant I’expansio

del triplet de nucleotids GAA en I’intré 1 del gen huma FXN (Figura 28).
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Un cop es va confirmar I’existéncia de 1’expansi6 patologica del triplet de repeticions GAA en el
gen huma FXN dels ratolins YG8R, es va quantificar el nimero exacte de repeticions GAA que
contenien en cadascun dels gens FXN en tandem del transgén per PCR i els resultats es van
analitzar a través d’electroforesis capil-lar per determinar amb precisio la mida dels amplicons
obtinguts. D’aquesta manera també es va poder determinar si els ratolins presentaven inestabilitat
intergeneracional en el nimero de repeticions GAA. Segons The Jackson Laboratory els ratolins
YG8R hemizigots, amb dues copies del gen huma FXN contenien 90 i 190 repeticions GAA i en
la PCR mostraven com a producte entre 3 i 4 bandes d’entre 800 i 1.100 pb en una electroforesi
en gel d’agarosa. Pero donada la inestabilitat intergeneracional que presenten les repeticions
GAA, pot ser que aquestes haguessin incrementat o disminuit a mesura que es van anar creuant

els ratolins per mantenir la colonia en les instal-lacions de The Jackson Laboratory.
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amplicons (pb) | repeticions GAA
Huma no portador 491 13
Ratoli huma -
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'YG8R Tg/- (Femella reproductora) | 695 978 81/176
'YG8R Tg/- (Fill mascle) 712 985 87/178

Figura 29. Quantificacio del niumero de repeticions GAA del transgén que contenen els ratolins
YG8R. Electroforesi capil-lar de la PCR per determinar el nimero exacte de repeticions GAA. Es va
incloure com a control positiu una mostra d’un individu huma sa no portador amb 13 repeticions GAA en
homozigosi i una mostra de ratoli WT com a control negatiu que no conté el transgen huma. Les fletxes en

negre marquen les bandes de cada mostra.

Es van analitzar tres mostres de ratolins YG8R hemizigots, corresponents a un mascle
reproductor, una femella reproductora i un mascle, fill dels anteriors. Com a control positiu de
PCR es va afegir una mostra d’ADN d’un individu huma no portador amb 13 repeticions GAA
en homozigosi. Com a control negatiu i per obtenir el mateix fons genétic es va afegir una mostra

d’un ratoli WT, sense expansions GAA. Per quantificar el nimero de repeticions GAA a partir de
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la mida de les bandes dels amplicons en I’electroforesi capil-lar, es va aplicar la férmula (X-
450)/3, on X va ser la mida de la banda de I’amplicé en pb; 450 s6n el nimero de nucleotids de
I’amplico que flanquegen les repeticions GAA,; i es va dividir entre 3 degut a que es tractava d’un
triplet de nucledtids repetits (Figura 29).

El resultat de I’electroforesi capil-lar va mostrar la preséncia de 3-4 bandes en els tres ratolins
YGS8R transgenics, dos d’elles amb més intensitat. En canvi, el ratoli WT no va presentar cap
banda significativa, i la mostra humana de repeticions GAA conegudes, va evidenciar una banda
de 491 pb tal com s’esperava, corresponent a 13 repeticions GAA. Per calcular el nimero de
repeticions GAA es van seleccionar les dues bandes més intenses en els ratolins transgenics
hemizigots YG8R. Després d’aplicar la formula, el mascle reproductor va mostrar 77/172
repeticions, la femella reproductora 81/176 i el fill mascle d’ambdo6s 87/178 repeticions GAA.
Tal com es va observar en el patr6 de bandes, es va veure un lleuger increment en la mostra del

ratoli fill, respecte als pares, possiblement degut a la inestabilitat intergeneracional (Figura 29).

Per tant, es va confirmar que els ratolins YG8R tenien expansions patologiques GAA dins I’intr6
1 dels gens FXN del transgén, que el nimero de repeticions del GAA era prop de 90 i 190 per
cadascuna de les copies del gen FXN, perd en general una mica inferior al que s’havia descrit a
The Jackson Laboratory, i que existeix inestabilitat intergeneracional, en aquest cas amb
tendéncia a incrementar el nimero de repeticions GAA en la descendéncia, fet que podria generar

més silenciament transcripcional, i per tant en aquesta es podria manifestar un fenotip més sever.

2. Generacio de vectors d’expressio de la proteina frataxina.

Amb I’objectiu de sintetitzar un vector viral adenoassociat recombinant per desenvolupar un
tractament de terapia genica per a I’ataxia de Friedreich, inicialment calia dissenyar, generar i
avaluar un constructe d’expressio que fos capa¢ d’expressar la proteina frataxina humana en
cel-lules humanes i de ratoli, en uns nivells dins d’un rang que no fossin toxics i amb potencial
terapéutic per incrementar 1’expressio de frataxina en cel-lules deficients, a uns nivells similars

als no patologics que expressen endogenament les cél-lules d’individus sans.

A T’hora de dissenyar el constructe d’expressio es va tenir en compte que la seqiiencia d’ ADN per
expressar la proteina frataxina juntament amb el conjunt d’elements reguladors i les seqtiéncies
ITR dels AAV no podia excedir una mida més gran de 4,7 kb, degut a que era la capacitat maxima
que es podia empaquetar en ’interior de la capsida dels vectors virals adenoassociats (AAV).
Aquesta limitacié no va permetre incloure per tant el gen huma sencer de la frataxina, ja que feia
aproximadament 80 kb, i es va descartar incloure alguns elements reguladors com per exemple la
regié sencera promotora de la frataxina que en alguns articles s’havia determinat en

aproximadament 5 kb. Per tant, es va optar per clonar la seqiiéncia codificant d’ ADN del transcrit
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1 del gen FXN huma (FXN) en el plasmidi d’expressié pcDNA3.1. Aquesta seqliéncia codificant
reduida de FXN, de tant sols 630 pb, contenia les regions codificants dels exons 1a, 2, 3, 4a, 5a, i
era capag de sintetitzar la isoforma 1 de la proteina frataxina humana, la qual era la forma canonica
i més ampliament expressada en els diferents teixits. Donada la seva petita mida, era adequada
per a ser inclosa en el genoma d’un vector viral adenoassociat recombinant (rAAV) i aixi evitar
la limitacio de la mida maxima d’empaquetament. Tot i utilitzar un model experimental de ratoli
per avaluar el tractament de terapia génica, es va utilitzar la seqiiencia codificant de frataxina
humana i no la de ratoli, perque la finalitat d’aquest estudi era generar un tractament de terapia

génica que potencialment pogués aplicar-se a pacients humans amb ataxia de Friedreich.

Per poder diferenciar la frataxina recombinant del constructe d’expressid, de la frataxina
endogena tant humana com murina de les cél-lules, es va incloure mitjangant clonacio, una
seqiiencia d’ADN de 27 pb que codifiquen per 1’hemaglutinina del virus Influenza (HA) en
I’extrem 3’ de la seqiiencia codificant de la FXN, en el mateix marc de lectura. De manera que al
final de la seqliencia de frataxina, es va eliminar el coddé d’aturada natural de la frataxina, que
determinava la finalitzaci6 de la sintesi de proteina, i es va col-locar I’etiqueta HA, situant el nou
codo d’aturada al final d’aquesta. Aquesta sequéncia HA es va situar en I’extrem 3’ de la frataxina
i no en I’extrem 5°, perqué la proteina frataxina quan es sintetitza, ho fa en una forma precursora,
gue madura sofrint 2 talls en la seqliéncia aminoacidica en 1’extrem N-terminal realitzats per la
peptidasa de processament mitocondrial (MPP) per entrar en la mitocondria. D’aquesta manera,
es perden 80 aa en I’extrem N-terminal, quedant Ginicament en I’interior mitocondrial la forma
madura, corresponent a la part C-terminal de 130 aa. Si es col-loqués I’HA en I’extrem N-terminal
es perdria juntament amb els primers 80 aa de la sequiéncia precursora de la frataxina i s’acabaria
degradant, fent impossible la seva detecci6 i diferenciacio entre frataxina humana recombinant i
endogena, ja que serien idéntiques. La sequéncia d’ADN d’hemaglutinina té una mida petita,
codifica per 9 aminoacids, de manera que allarga la mida de la frataxina recombinant, permetent
diferenciar-la de la frataxina endogena humana en estudis d’immunodeteccié per una banda
mitjangant 1’as d’un anticos especific contra aquesta etiqueta HA, i per una altra banda, per mida
de la proteina, utilitzant un anticos especific contra la proteina frataxina en estudis de western-
blot. Entre les diferents proteines que s’havien utilitzat com a etiqueta o gen reporter, com Flag,
His, Cherry, GFP, V5, c-myc, etc.. es va seleccionar HA degut a la seva mida, de tant sols 9
aminoacids, ja que d’aquesta manera era menys probable que s’alterés el plegament natural de la
proteina, permetent a la frataxina formar ’estructura terciaria i desenvolupar la seva funcio de
manera eficient. S’obté doncs, una seqiiéncia d’ADN capag de codificar una proteina frataxina
humana recombinant amb una petita cua de 9 aminoacids, que permet la immunodeteccio

especifica amb un anticos anti-HA d’aquesta frataxina provinent del constructe d’expressio i
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distingir-la de la frataxina enddgena humana i de ratoli en els estudis d’expressio per western-blot

i immunohistoquimica.

Aquest plasmidi d’expressio inicial que contenia el promotor del citomegalovirus (CMV), la
seqliencia d’ADN codificant de FXN amb I’etiqueta HA i la senyal de poliadenilacié de la
hormona de creixement bovina (bGH PA) es va transfectar en cél-lules embrionaries de ronyd
humanes (HEK293) i de neuroblastoma de ratoli (N2a), i posteriorment se’n va avaluar la
capacitat d’expressio de frataxina recombinant per western-blot. Utilitzant un anticos especific
anti-HA, per detectar I’epitop de I’hemaglutinina present unicament en la frataxina del plasmidi
d’expressio, es va aconseguir detectar frataxina recombinant exclusivament en 1’extracte proteic
de les cel-lules transfectades amb aquest plasmidi. En canvi, en I’extracte de cél-lules
transfectades amb un plasmidi buit no es va identificar la banda de la frataxina recombinant, per

tant, es va comprovar que era especifica (Figura 30).

Un cop es va confirmar la capacitat per expressar la proteina frataxina recombinant de manera
exitosa en cultius cel-lulars, es va anar modificant el constructe d’expressio afegint i canviant
elements de regulacio per tal d’obtenir una expressio de frataxina recombinant substancial, amb
uns nivells d’expressié segurs, no toxics i potencialment terapeutics similars als nivells

d’expressio endogens de frataxina.

Al plasmidi pcDNA3.1 inicial amb el promotor viral CMV, la FXN amb I’HA i la bGH PA, se li
va afegir I’element regulador posttranscripcional del virus de I'hepatitis de la marmota americana
(WPRE), generant un nou plasmidi (Figura 30A). L’element WPRE, de 597 pb es va clonar en
la part 3’ de la sequencia codificant de frataxina, concretament a 83 pb després del codd d’aturada
que estava just després de la seqliencia codificant de HA i a 34 pb abans de la senyal de
poliadenilacid, de manera que no es traduia a proteina, pero si que es transcrivia, estant present
en I’ARNm. S’ha vist que aquest element després de transcriure’s en els plasmidis d’expressio,
crea una estructura terciaria que estabilitza la molécula d’ARNm, incrementant en conseqiiéncia
I’expressio de proteina (505,574,575). Després de generar un plasmidi afegint aquest element
regulador, se’n va generar un altre en el qual es va incloure la seqiiéncia Kozak consens (Figura
30A). Aquesta petita seqliéncia de 8 pb (5’-CCGCCACC-3") que es troba present en la majoria
d’ARNm dels gens en organismes eucariotes, €n canvi, no es troba conservada en el gen endogen
huma FXN. Tot i aix0, es va clonar just davant del codo d’inici de la seqiiéncia codificant de FXN
(ATG) ja que es tracta d’una seqiiéncia que facilita el reconeixement de la seqiiéncia d’iniciacio
en el ribosoma, organul encarregat de la traduccid i sintesi proteica, i per tant incrementa

I’eficiéncia de sintesis de la proteina.
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Aquests plasmidis generats es van transfectar en cél-lules humanes HEK 293 i de ratoli N2a i
seguidament es van analitzar mitjangant western-blot per avaluar I’efecte de cadascun dels

elements reguladors introduits en I’expressio de frataxina recombinant (Figura 30B).
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Figura 30. Efecte en els nivells d’expressio de frataxina recombinant dels elements reguladors WPRE
i seqliencia Kozak consens. A) Esquema dels constructes d’expressié amb FXN i els diferents elements
reguladors que es van avaluar. B) Western-blot d’extracte proteic de cél-lules HEK 293 i N2a transfectades
amb vector d’expressio buit (C-) i amb els vectors mostrats en ’esquema A). La frataxina madura
recombinant (m-rFXN) es va detectar amb 1’anticos primari especific HA. C) Quantificacio dels nivells
d’expressio relatius de proteina frataxina recombinant. Es va establir el valor 1 als nivells d’expressid

relatius del constructe 1. La B-actina es va utilitzar com a control de carrega.

Els resultats de la quantificacio dels nivells de proteina obtinguts a partir de western-blot van
demostrar que 1’addicio de I’element de regulacié posttranscripcional WPRE incrementava
I’expressio de frataxina recombinant entre 2,2 i 4,1 vegades. Mentre que I’addici6 de la sequéncia
Kozak consens, també va mostrar una millora de I’expressio en cél-lules HEK 293 i N2a entre 1
i 2,1 vegades més que el plasmidi 2, a partir del qual es va afegir aquesta sequiéncia. Per tant, la
inclusié d’ambdos elements en el constructe d’expressio va demostrar ser eficient per incrementar
I’expressio de la proteina frataxina recombinant en uns nivells substancials entre 4,3 i 5,1 vegades

més que els nivells mostrats pel plasmidi 1 inicial. (Figura 30C).

Per tal de regular I’expressio de frataxina, es va avaluar la capacitat d’expressio que podien
proveir diferents promotors. A partir del plasmidi amb el constructe d’expressié que contenia el
promotor del citomegalovirus huma (CMV), la sequéncia Kozak consens, la seqiiéncia d’ADN
codificant de frataxina juntament amb I’HA, 1’element WPRE i la senyal de poliadenilacié bGH
PA, es va substituir Gnicament el promotor mitjancant técniques de clonaci6, de manera que la
resta d’elements reguladors es van mantenir. Es va generar doncs nous constructes d’expressio
amb el promotor del gen huma de la fosfoglicerat quinasa 1 (PGK), el promotor neuronal especific

del gen enolasa de rata (rNSE), el promotor del gen huma sinapsina 1 (SYN) i del promotor del
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gen endogen huma de la frataxina (pFXN), tots ells mantenint la distancia de 105 pb respecte

I’inici de la seqiiencia d’ADN codificant de frataxina que tenia el promotor CMV (Figura 31A).

El promotor CMV és viric, constitutiu, ubic i d’elevada expressié. EI promotor PGK també és
constitutiu i ubic, pero es va escollir perqué és huma i s’ha descrit que proveeix una expressio
moderada i de llarga durada en cél-lules de mamifer (521,522,576,577), i a més és metabodlic, ja
que regula 1’expressio de la proteina fosfoglicerat quinasa 1, involucrada en el metabolisme
energetic de la cél-lula, la qual cosa, és important en aquest cas, degut a que en I’ataxia de
Friedreich, les cél-lules més afectades son aquelles amb un requeriment d’energia més elevat. Els
promotors rNSE i SYN es van escollir perque ambdos eren neuronals, i les principals cel-lules
diana on es pretenia aturar la degeneracio i restablir el dany en la FRDA eren neurones, tant del
SNC com SNP, les quals la seva neurodegeneracid i mort causaven els signes neuroldgics
caracteristics de la patologia, per tant, justificava 1’Gs potencial d’aquest tipus de promotors
neuronals per assegurar 1’expressio en aquestes c¢l-lules. Finalment, es va incloure una regi6 del
promotor del gen huma FXN, concretament els 1.255 pb de la seqiiéncia d’abans del cod6 d’inici
del gen. Tot i no estar correctament descrit i haver-hi discrepancies sobre com es regula el gen,
s’havia descrit que 1.255 pb eren suficients per expressar el gen (120). Es va seleccionar el propi
promotor de la frataxina, perqué podia proporcionar la regulacié endégena adequada en cadascun

dels tipus cel-lulars que es troben afectades en els diferents teixits.

Cadascun d’aquests constructes d’expressio generats amb els diferents promotors es van
transfectar en cél-lules N2a i HEK 293. Posteriorment, extractes de proteina de les cél-lules
transfectades es van analitzar per western-blot i es va immunodetectar I’expressio de frataxina

recombinant especificament amb 1’anticos HA (Figura 31B).
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Figura 31. Avaluacié dels nivells d’expressio de frataxina recombinant que proveeixen diferents
promotors. A) Esquema del constructe d’expressié que es van avaluar. Tots contenen els mateixos
elements, diferint Gnicament en el promotor. B) Western-blot dels constructes d’expressié per comparar
I’expressio de frataxina recombinant que proveeixen els promotors viral del citomegalovirus (CMV), del
gen huma fosfoglicerat quinasa 1 (PGK), I’especific neuronal del gen enolasa de rata (rfNSE), del gen huma
de lasinapsina 1 (SYN) i del promotor huma del gen endogen frataxina (FXN). Es va utilitzar com a control

negatiu (C-) la transfeccié d’un plasmidi buit, sense seqiiéncia d’ADN codificant.
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Les imatges del western-blot van revelar una forta expressio de frataxina recombinant amb el
promotor viral CMV. A continuacid, amb una expressio de frataxina més moderada el va seguir
el promotor PGK. Els promotors neuronals rNSE i SYN van mostrar molt poca expressio de
frataxina en les cél-lules neuronals N2a, mentre que en les cél-lules HEK, el promotor rNSE no
va demostrar expressié de frataxina. No es va detectar expressio de frataxina amb la seqliencia
promotora del gen endogen de FXN en cap dels dos tipus cel-lulars (Figura 31B).

Per tant, donada la nul-la expressié del promotor endogen de frataxina, i la baixa expressio dels
promotors neuronals rNSE i SYN, inclus en cél-lules neuronals, es va descartar la seva inclusio
en el constructe final d’expressio per produir el vector viral adenoassociat recombinant. Un altre
argument per al qual es va descartar 1’us d’aquests promotors neuronals va ser degut a que 1’ataxia
de Friedreich no afecta exclusivament a neurones, sin6 que es tracta d’una malaltia
multisistémica, que afecta a altres teixits i cel-lules no neuronals, i totes les cél-lules presenten
deficiéncia de la proteina, per tant, per desenvolupar un tractament de terapia génica era millor
utilitzar un promotor constitutiu i ubic. D’aquesta manera, els promotors CMV i PGK, ambdds
constitutius i ubics, van demostrar la capacitat per expressar frataxina en diferents tipus cel-lulars

tant humans, com de ratoli de manera substancial.

Per determinar el promotor més adequat per regular I’expressi6 de frataxina recombinant i
incloure’l en el constructe d’expressio final per produir els vectors virals adenoassociats
recombinants, es va comparar 1I’expressio de frataxina recombinant que poden proporcionar els
promotors huma PGK i viral CMV respecte els nivells d’expressio de frataxina endogena en
cultius cel-lulars in vitro (Figura 32A). Per fer-ho es van transfectar dos tipus de cel-lules
humanes diferents, de neuroblastoma (SHSY-5Y) i de ronyé (HEK 293), amb vectors d’expressio
identics, contenint la mateixa sequéncia codificant de frataxina amb HA, i els mateixos elements
reguladors com la seqiiéncia Kozak, 1’element WPRE, diferint Gnicament en el promotor. A
banda, també es va transfectar un vector sense seqiiencia codificant, com a control negatiu
d’expressio. Totes les cél-lules es van cotransfectar amb un plasmidi que expressava la proteina
GFP, com a control d’eficiéncia de transfeccio. Mitjancant western-blot de les cél-lules
transfectades homogeneitzades es va detectar amb els anticossos primaris anti-HA, la frataxina

recombinant, i anti-FXN, la frataxina recombinant i endogena de les cel-lules (Figura 32B).
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Figura 32. Comparacié dels nivells d’expressio de proteina frataxina recombinant proporcionats pels
promotors PGK i CMV en cultius cel-lulars in vitro. A) Esquema dels constructes d’expressio amb FXN
i els diferents elements reguladors. B) Western-blot d’extracte proteic de cél-lules SH-SY5Y i HEK 293
transfectades amb vectors d’expressié buit (C-) i amb la seqiiéncia codificant de FXN que contenen el
promotor PGK i el promotor viric CMV. Es van utilitzar anticossos primaris contra HA i FXN per detectar
la frataxina madura recombinant (m-rFXN) i la frataxina endogena (eFXN). C) Quantificacio dels nivells
d’expressié relatius de proteina frataxina recombinant, respecte els nivells d’expressié endogens de
frataxina de les cel-lules. Es va establir el valor 1 als nivells d’expressio endogens de frataxina per cada
tipus cel-lular. L expressié de GAPDH es va utilitzar com a control de carrega i aixi normalitzar els nivells

d’expressid de frataxina. L expressioé de GFP es va utilitzar com a control d’eficiéncia de transfeccio.

La quantificacio dels nivells d’expressié de frataxina recombinant respecte els nivells endogens
de frataxina en cada tipus cel-lular, va mostrar que el promotor PGK proporcionava uns nivells
d’expressio de frataxina recombinant més proxims als endogens, entre 3,4 1 5,7 vegades més.
Mentre que el promotor viral CMV va demostrar ser molt potent, sobreexpresant entre 39,3 i 59,6
vegades més els nivells endogens en les cel-lules analitzades (Figura 32C).

Veient els nivells de sobreexpressié de frataxina que aporta el CMV, i donat que s’havia descrit
que la sobreexpressio de frataxina, superior a aproximadament 9 vegades els nivells endogens,
causava toxicitat cel-lular (550). Sumat al fet que el promotor CMV, tot i ser constitutiu es silencia
amb el temps en cel-lules de mamifer degut a la metilacio per ser un promotor viral, i per tant no
pot proveir una expressio de llarga duracié (402,515,519,529), es va descartar el seu Us per al
tractament de terapia génica amb els vectors adenoassociats. En canvi, el promotor PGK que
també és constitutiu i ubic, és huma, i va presentar uns nivells d’expressié de frataxina
recombinant més similars als nivells endogens, que es trobaven dins d’un rang segur, no toxic i
potencialment terapéutic per desenvolupar una terapia génica per 1’ataxia de Friedreich per tal

d’incrementar els nivells deficients de frataxina a uns nivells d’expressio no patologics.
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3. Produccid¢ dels vectors virals adenoassociats recombinants (rAAV9).

Un cop avaluats cadascun dels constructes d’expressio amb els respectius elements de regulacid
per expressar la frataxina en uns nivells segurs, no toxics, similars als endogens de les cel-lules
humanes i de ratoli, es va incloure mitjancant técniques de clonacio el constructe d’expressio
comprés entre el promotor i la senyal de poliadenilacid, en un plasmidi pAAV, per tal de
flanquejar el constructe d’expressié per cada extrem, amb dues repeticions terminals invertides
(ITR) del virus adenoassociat serotip 2 (AAV2), de 145 pb cadascuna, necessaries per la formacid
dels virions AAV recombinants i per I’establiment episomal del constructe d’expressio en el nucli
de les cél-lules transduides. Posteriorment es van sintetitzar els vectors virals adenoassociats
recombinants serotip 9 (rAAV9) amb els constructes d’expressioé mitjangant una triple transfeccio
en cél-lules HEK 293 tal com es detalla en I’apartat 6 de materials i metodes. Es van generar tres
vectors virals rAAV9 (Figura 33).
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Figura 33. Representacio esquematica del constructes d’expressio dels vectors virals adenoassociats
recombinants (rAAV9) generats. A) rAAVI9-FXN. B) rAAV9-LUC. C) rAAVI-Null. ITR: Repeticions
terminals invertides (145 pb); pPGK: Promotor huma del gen fosfoglicerat quinasa 1 (518 pb), seq. Kozak:
Seqliencia Kozak consens (8 pb); FXN: Seqiiéncia d’ADN codificant del transcrit 1 de la frataxina humana
(630 pb); HA: Seqiiencia de la hemaglutinina (27 pb); WPRE: Element regulador Posttranscripcional del
virus de la hepatitis de la marmota americana (597 pb); bGH PA: Senyal de poliadenilaci6 de la hormona
de creixement bovina (228 ph); LUC: Sequencia d’ADN codificant del gen luciferasa firefly de la cuca de
Ilum (1653 pb); pCAG: Promotor hibrid sintétic basat en 1’enhancer del promotor citomegalovirus (CMV)
i el promotor de la B-actina de pollastre (584 pb).

El vector viral rAAV9-pPGK1-kFXN-HA-WPRE-bGHPA, abreviat rAAV9-FXN, que es va
generar com a tractament per aplicar una terapia genica per I’ataxia de Friedreich, contenia el

constructe d’expressié compost pel promotor huma del gen fosfoglicerat quinasa 1 (PGK), la
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sequéncia Kozak consens, la seqliencia d’ADN codificant del transcrit 1 de la frataxina humana
(FXN), la sequiéncia d’ADN de 1’hemaglutinina del virus Influenza (HA) en el mateix marc de
lectura que la FXN, I’element regulador posttranscripcional (WPRE), i la senyal de poliadenilacio
de la hormona de creixement bovina (bGH PA). Aquest constructe es va flanquejar per les
repeticions terminals invertides (ITR) per a ser internalitzat en el virié rAAV9 (Figura 33A). El
vector es va produir en un titol aconseguit de 1,4x10% gv/mL.

El vector viral rAAV9-pPGK1-LUC-WPRE-bGHPA, abreviat rAAV9-LUC, es va generar amb
I’objectiu de coneixer la capacitat de transduccid, tropisme i biodistribuci6 dels vectors virals
adenoassociats rAAVY, i la capacitat d’expressio que tenien els elements reguladors inclosos en
el vector viral, mitjangant un estudi de bioluminescéncia in vivo en els ratolins. Per aixo, es va
dissenyar el constructe d’expressié amb els mateixos elements reguladors que el vector rAAV9-
FXN, substituint Gnicament la seqiiéncia d’ADN codificant de FXN i HA per la seqliencia d’ADN
codificant del gen de la luciferasa firefly de la cuca de llum (Photinus pyralis). La proteina
luciferasa firefly té capacitat per emetre llum com a conseqiiéncia de la seva reaccio enzimatica
en preséncia del substrat luciferina, permetent establir una correlacid entre la seva expressié i la

deteccié luminescent (Figura 33B). El titol viral obtingut va ser 9,8x10* gv/mL.

El vector viral rAAV9-pCAG-Null-WPRE-bGHPA, també anomenat en aquest estudi com vector
control, buit o null, abreviat rAAV9-Null, es va anomenar d’aquesta manera perqué tot i incloure
les sequéncies ITR, i per tant tenir capacitat per formar la capsida proteica del virié i transduir
cel-lules, no contenia sequiencia codificant per cap proteina. De manera que tot i tenir un
promotor, en aquest cas el CAG, i ’element WPRE, aquest vector viral no tenia capacitat per
sintetitzar cap proteina recombinant. Per poder avaluar el tractament amb el vector rAAV9-FXN
en els ratolins, es va generar aquest vector rAAV9-Null i es va utilitzar com a control d’injeccid
i d’administraci6 de particules virals. D’aquesta manera, tots els ratolins van patir el mateix procés
d’injeccid, amb la conseqlient cirurgia en la part dorsal de I’esquena, i van rebre 1’administracio
de la mateixa quantitat o similar de particules virals. Per tant doncs, les diferéncies que es van
observar en els ratolins administrats amb el vector rAAV9-FXN van ser exclusivament degudes
a I’expressio de la frataxina recombinant del transgén (Figura 33C). El titol que es va obtenir per

aquest vector viral va ser de 6x10'? gv/mL.
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4. Disseny experimental per a I’avaluacio del tractament de terapia génica en el

model de ratoli YG8R amb ataxia de Friedreich.

Un cop generats els vectors virals adenoassociats recombinants rAAV9, es va definir el disseny
experimental al llarg del temps que es va utilitzar per tal d’avaluar el tractament de terapia genica
a nivell preclinic amb el vector rAAV9-FXN per prevenir i aturar la neurodegeneracio i
desenvolupament dels signes de 1’ataxia de Friedreich en el model de ratoli YG8R. En aquest
disseny, es van tenir en compte les caracteristiques patologiques dels pacients amb ataxia de
Friedreich, és a dir, I’edat d’inici de la malaltia, les cél-lules i teixits que es trobaven principalment
afectades i els simptomes clinics que es desenvolupaven. Aquests es van contrastar amb les
caracteristiques patologiques descrites en el model de ratoli, per tal de que la terapia fos

translacional i potencialment aplicable a humans.

Es van establir 3 grups de ratolins que es van administrar intratecalment amb vectors virals
adenoassociats (rAAV9) per poder avaluar 1’eficacia del tractament de terapia genica. El grup de
ratolins YG8R transgénics hemizigots administrats amb el vector rAAV9-FXN (Tg + rAAV9-
FXN); el grup de ratolins YG8R transgenics hemizigots administrats amb el vector rAAV9-Null
(Tg + rAAV9-Null) com a grup control que desenvolupa la malaltia presentant un fenotip
sensoriomotor i una patologia afectes; i el grup de ratolins WT administrats amb el vector rAAV9-

Null (WT + rAAV9-Null) com a grup control sa, sense patologia (Figura 34).

Donat que es va descriure que la patologia en el model de ratoli YGS8R s’iniciava aproximadament
entre els 3 i 4 mesos d’edat dels ratolins (192), fet que significa que a aquesta edat ja existeix
neurodegeneracio i mort cel-lular, es van administrar els vectors virals adenoassociats (rAAV9)
abans de 1’aparicié d’aquesta patologia, a les 10 setmanes d’edat. D’acord amb la bibliografia
descrita (192,287-289), a aquesta edat, els ratolins mostraven un fenotip sensoriomotor normal i
no tenien neurodegeneracié ni mort cel-lular, de manera que els vectors rAAV9 podien transduir
la totalitat de les cél-lules, i sobretot neurones abans de que degeneressin, podent prevenir i aturar
I’aparici6 de la malaltia. Els ratolins no es van administrar abans de les 10 setmanes d’edat, perque
I’administracio intratecal requeria que tinguessin un mida minima, amb la columna vertebral i
I’espai intratecal desenvolupats, per poder realitzar la injeccio entre les vertebres i poder
administrar un volum més gran, sense comprometre la salut dels ratolins. Una injecci¢ intratecal
imprecisa o sobrepassar la capacitat tolerada de volum intratecal, podia incrementar la pressié del

liquid cefalorraquidi, causant en ambdés casos danys severs en els ratolins (578).

Es va realitzar només una Unica administracié de particules virals AAV9 perquée per una banda,
diversos estudis havien obtingut una llarga durada de 1’expressi6 del gen terapéutic en diferents
especies, d’aproximadament entre 6 - 10 anys, sense la necessitat de realitzar una readministracié

(484-488). 1 d’altra banda, perqué si s’hagués realitzat més d’una administracié podria haver

144



Capitol Il: Estrategia de terapia genica. RESULTATS

causat la reduccio6 de ’eficacia de la terapia i haver desenvolupat una reacci6 inflamatoria amb
repercussions negatives per als ratolins, degut a una resposta immunitaria per exposicio repetida

al mateix antigen, en aquest cas, el de les proteines de la capside viral.
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Figura 34. Disseny experimental per I’avaluacio del tractament de terapia génica en el model de ratoli
YG8R amb ataxia de Friedreich. La barra en blau del centre mostra I’edat dels ratolins durant 1’estudi.
La fletxa blava mostra 1’edat d’administracié dels vectors virals rAAV9 i els tres grups de ratolins (WT +
rAAVO-Null, Tg + rAAV9-Null, Tg + rAAV9-FXN) que es van analitzar en aquest estudi. La barra negra
indica I’edat d’inici de la patologia en el model de ratoli YG8R. Les barres de diferents colors de la part
inferior indiquen 1’edat en que es realitzen cadascun dels tests de comportament per avaluar el fenotip motor
i sensitiu dels ratolins. Les banderes indiquen els 7 i 14 mesos d’edat dels ratolins, en les quals alguns es
van sacrificar per I’extracci6 de teixits i posterior avaluacié de 1’expressié de frataxina recombinant (blau)

i avaluacié de la neuropatologia i cardiomiopatia a nivell cel-lular i molecular (verd).

Un cop administrats els ratolins, després de deixar-los dos setmanes en repds per recuperar-se de
la cirurgia realitzada durant la injeccié dels vectors virals adenoassociats (rAAV9), els ratolins
pertanyents als 3 grups es van analitzar fenotipicament de manera periodica al llarg del temps
realitzant una série de tests de comportament fins un any després de I’administracio, és a dir, als
14 mesos d’edat de 1’animal. Alguns ratolins als 7 mesos d’edat i la resta a 14 mesos d’edat es
van sacrificar per poder extreure els seus teixits i analitzar-los per avaluar ’expressio de frataxina
recombinant del vector rAAV9-FXN, mitjangant la quantificacié dels nivells d’ARNm i proteina
frataxina, i es va avaluar la neuropatologia i la cardiomiopatia caracteristiques de 1’ataxia de
Friedreich a nivell estructural, morfologic i molecular de les cél-lules dels diferents teixits dels
ratolins (Figura 34).

145



RESULTATS

Capitol I11: Avaluacié de la biodistribucio i expressio de
frataxina que proveeix una administracio intratecal del
vector rAAV9-FXN en ratolins YG8R.



Capitol 111: Avaluacid de la biodistribucio i expressid de frataxina que proveeix
una administracio intratecal del vector rAAV9-FXN en ratolins YG8R. RESULTATS

1. Analisi de la biodistribucio6 dels vectors virals rAAV9 en ratolins amb una Unica

administraci6 intratecal.

Si bé es va comprovar que els elements reguladors inclosos en el vector viral AAV9 tenien
capacitat per expressar la proteina frataxina recombinant en cultius cel-lulars in vitro tant en
cél-lules humanes com de ratoli mitjancant la transfecciéo amb plasmidis d’expressio, no es va
comprovar la capacitat per expressar frataxina del constructe d’expressié un cop generats els
vectors virals adenoassociats rAAV9. S’havia descrit que els vectors AAV, incloent el serotip 9,
tenien eficiéncia per transduir les cél-lules d’organismes in vivo, perd que no eren habils per
transduir cel-lules en cultius cel-lulars in vitro (579). Per tant, els resultats obtinguts de comprovar
la capacitat de transduccio dels AAV9 i d’expressio de frataxina en cultius cel-lulars in vitro no
serien representatius, s’obtindria un percentatge de cel-lules transduides molt baix, i en

conseqliencia una expressid de frataxina molt baixa.

Per aquest motiu, previ a I’inici de I’administracié de ratolins amb els vectors virals rAAV9-FXN
del tractament, es va realitzar un estudi de bioluminescéncia in vivo, per tal de conéixer la
capacitat de transduccio, tropisme i biodistribucié dels vectors virals adenoassociats rAAV9
generats, i la capacitat d’expressio que tenen els elements reguladors inclosos en el vector viral
en cel-lules in vivo dels diferents teixits del model de ratoli YG8R amb una administracid
intratecal. D’aquesta manera, es va poder realitzar un estudi d’expressi0 i biodistribuci6 in vivo
rapid, senzill i sensible, sense haver de sacrificar 1’animal, extreure i processar els teixits per
realitzar estudis de detecci6 de la frataxina amb anticossos especifics mitjancant tecniques de

western-blot o immunohistoquimica.

Per realitzar I’estudi de bioluminescéncia es va administrar un ratoli WT i YG8R transgénic
hemizigot amb una sola injeccio intratecal a les 10 setmanes d’edat amb el vector viral rAAV9-
LUC. Es va utilitzar el vector viral adenoassociat rAAV9-LUC, que contenia els mateixos
elements reguladors que el vector rAAV9-FXN, pero amb la sequéncia codificant de 1’enzim
luciferasa de la cuca de Ilum enlloc de la seqliéncia codificant de frataxina. D’aquesta manera,
I’expressio de la proteina luciferasa en presencia del substrat luciferina, permetia realitzar una
deteccid luminescent en els ratolins, a través de 1’emissié de fotons que es generaven com a

producte de la reaccié enzimatica de la luciferasa amb el seu substrat luciferina

Tot i que no s havia descrit neurodegeneracio i mort neuronal en el model de ratoli YG8R a les
10 setmanes d’edat que era quan es van administrar els vectors virals rAAV9, es va comparar la
capacitat de transduccio, biodistribucid i expressié del vector viral rAAV9-LUC administrant
també intratecalment a les 10 setmanes d’edat, un ratoli WT control, sense neurodegeneracio.

D’aquesta manera, si els ratolins YG8R tinguessin alguna alteracié patologica com
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neurodegeneracié respecte els WT a les 10 setmanes d’edat, impediria la transduccio del vector
viral en les cél-lules ja mortes observant una falta d’expressio de luciferasa. També es va incloure
com a controls negatius de luminescencia un ratoli WT control sense administrar amb cap vector

viral, i un ratoli YG8R administrat intratecalment amb el vector viral rAAV9-Null.

Les imatges adquirides en 1’assaig de bioluminescéncia in vivo van mostrar Unicament
luminescéncia en els ratolins tant WT com YG8R administrats amb el vector rAAV9-LUC tant
en posicié prona com supina. Aquesta senyal luminescent es va detectar principalment en la zona
central de torax i també la cua, el morro i les extremitats. Per altra banda, els ratolins WT no
tractat i YG8R amb el vector rAAV9-Null, ambdds administrats amb el substrat luciferina no van
mostrar luminescéncia (Figura 35A i B). D’aquesta manera es va demostrar 1’eficiéncia de
transducci6 dels vectors virals rAAV9 mitjangant una Gnica administracio intratecal en el ratoli
in vivo, i es va confirmar la capacitat per expressar luciferasa dels elements reguladors inclosos
en el vector viral. Malgrat aix0, la intensa senyal detectada en el torax dels ratolins va emmascarar
la deteccio de senyal luminescent d’altres Organs dels ratolins, de manera que no va permetre
estudiar amb detall la biodistribucié in vivo del vector viral rAAV9-LUC. Per exemple, amb
aquest assaig de bioluminescéncia no es va poder determinar 1’expressio de luciferasa en la
medul-la espinal, que era el teixit més proxim al lloc d’administraci6 i de gran interés per ser dels
primers en degenerar en I’ataxia de Friedreich, degut a que anatomicament es localitza en la

mateixa regio que el torax, fent que la intensa senyal luminescent no permeti la seva distincio.

Per tal d’estudiar la transducci6 dels vectors virals rAAV9-LUC en el cervell dels ratolins YG8R
administrats es van adquirir imatges focalitzades del cap dels ratolins, discriminant el torax per
evitar la saturacié de la senyal luminescent, i aixi permetre incrementar el temps d’exposicio. Es
va detectar luminescencia en la zona del crani Unicament en el ratoli administrat amb el vector
rAAV9-LUC, cosa que suggeria la transduccié dels rAAV9-LUC i en consequiéncia expressio de
luciferasa en el cervell dels ratolins YG8R. Tot i aix0, no es va poder determinar amb exactitud
si la senyal luminescent provenia de tot el cervell o unicament d’una part especifica degut a la

proximitat dels demés teixits adjacents (Figura 35C).
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Figura 35. Expressio i biodistribucio in vivo dels vectors virals rAAV9 administrats intratecalment
en ratolins. A) Assaig de bioluminescéncia in vivo d’un ratoli control WT no administrat amb vector
rAAV9 (no tractat) i un ratoli administrat amb el vector rAAV9-LUC. B) Assaig de bioluminescéncia in
vivo de ratolins YG8R transgenics hemizigots (YG8R Tg/-) administrats un amb el vector buit rAAV9-Null
i un amb el vector rAAV9-LUC. Les fotos es van adquirir per ambdds en posicio prona i supina. C) Analisi
de I’expressio de luciferasa en el cap dels ratolins YG8R administrats un amb el vector buit rAAV9-Null i
un amb el vector rAAV9-LUC. Els ratolins es van analitzar 2 mesos després de ’administracio intratecal
dels vectors rAAV9. Els fotons emesos de la reacci6 de 1’enzim luciferasa per metabolitzar el substrat D-
luciferina es van detectar i expressar en color en les imatges amb unitats de luminescéncia (p/sec/cm2/sr).

Els nivells d’expressio alts de luciferasa es van mostrar en vermell i els baixos en blau.

Per poder analitzar més detalladament la biodistribucié del vector viral, es va realitzar un assaig
de bioluminescéncia ex vivo. Es van eutanasiar els animals i es van extreure els organs rapidament,
per evitar la degradacio proteica i mort cel-lular, i es va analitzar la bioluminescéncia de cadascun
d’ells de manera separada. Es va detectar fotons i per tant expressio de luciferasa en tots els teixits
analitzats, en el fetge, el cervell, la columna vertebral, el cor, pancreas, muscul esquelétic
gastrocnemi, pulmons, ronyd, colon i melsa, tant en el ratoli WT com YG8R administrats amb el
vector rAAV9-LUC. La intensitat dels fotons es va veure molt més elevada en el fetge que en els
altres organs. Aquest es trobava en una escala de luminescencia de x107 p/sec/cm2/sr, mentre que
la resta d’organs van mostrar una luminescéncia de x10° p/sec/cm2/sr. Per tant, la forta senyal

bioluminescent del torax dels ratolins en 1’estudi in vivo provenia del fetge (Figura 36).
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Figura 36. Expressio i biodistribucié ex vivo dels vectors virals rAAV9 en els organs de ratolins
administrats intratecalment. Assaig de bioluminescencia ex vivo dels organs de ratolins WT (Panell
superior) i YG8R (Panell inferior) 2 mesos després de 1’administracié intratecal dels vectors rAAV9.
L’organ esquerra era d’un ratoli control, no administrat amb rAAV9 en el WT, i administrat amb vector
buit rAAV9-Null en el YG8R. L’0rgan de la dreta en ambdoés panells WT i YG8R es va administrar
intratecalment amb el vector rAAV9-LUC a les 10 setmanes d’edat. Els fotons emesos de la reaccio de
I’enzim luciferasa per metabolitzar el substrat D-luciferina es van detectar i expressar en color en les
imatges amb unitats de luminescéncia (p/sec/cm2/sr). Els nivells d’expressio alts de luciferasa es van

mostrar en vermell i els baixos en blau.

El ratoli WT i el YG8R administrats amb rAAV9-LUC van mostrar la mateixa biodistribucio,
tenint expressié de luciferasa en tots els organs analitzats. Tot i aix0, quan van ser analitzats amb
el mateix temps d’exposicid i ajustats a la mateixa escala de luminescencia, a excepcio del fetge,
es va veure diferencies en la intensitat de luminescencia en alguns organs, sobretot cervell,

pancreas i pulmons.

Donat que en I’ataxia de Friedreich els primers teixits que degeneren i que causen els signes
fisiopatologics caracteristics de la malaltia com I’ataxia i la neuropatologia sensitiva son els teixits
del sistema nervios, es va analitzar especificament la biodistribuci6 i expressio de la medul-la
espinal i el cervell, cerebel i tronc cerebral dels ratolins YG8R administrats amb els vectors virals
rAAV9-LUC. Es va aillar la medul-la espinal de la columna vertebral i el conjunt cervell, cerebel
i tronc cerebral del crani per tal d’obtenir més sensibilitat de senyal. Es va detectar expressioé de
luciferasa per tota la medul-la espinal del ratoli YG8R administrat amb el vector rAAV9-LUC,
pero especialment més elevada en la regio cervical i lumbar (Figura 37A). En el conjunt de
cervell, cerebel i tronc cerebral es va detectar en general expressio de luciferasa, pero per discernir
millor les zones d’emissi6 luminescents, €S van separar els teixits en tres seccions, cervell, cerebel
i tronc cerebral, confirmant la deteccié de luminescéncia en totes elles, pero de manera més

elevada en el cortex cerebral i tronc cerebral, i molt més baixa en el cerebel (Figura 37B).
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Figura 37. Avaluacio de la biodistribucio i expressio de luciferasa en teixits del sistema nervids central
de ratolins YG8R administrats intratecalment amb el vector rAAV9-LUC. A) Medul-la espinal de
ratolins YG8R administrat un amb rAAV9-Null i un amb rAAV9-LUC. B) Cervell, cerebel i tronc cerebral
junts i separats, de ratolins YG8R administrat un amb rAAV9-Null i un amb rAAV9-LUC. Els fotons
emesos de la reaccié de I’enzim luciferasa per metabolitzar el substrat D-luciferina es van detectar i
expressar en color en les imatges amb unitats de luminescéncia (p/sec/cm2/sr). Els nivells d’expressio alts

de luciferasa es van mostrar en vermell i els baixos en blau.

La medul-la espinal va mostrar una expressio de luciferasa més elevada que el conjunt cervell,
cerebel i tronc cerebral, degut principalment a que els vectors rAAV9 es van injectar en el liquid
cefalorraquidi en la zona lumbar de la columna vertebral, i per tant va ser el teixit més proxim al
lloc d’administracio. Tot i aixo, els vectors rAAV9 van mostrar la capacitat per difondre pel liquid
cefalorraquidi i transduir les cél-lules del conjunt cervell, cerebel i tronc cerebral, demostrant una

amplia biodistribucié pel sistema nervios central i una expressié robusta de luciferasa.

2. Avaluacié de I’expressio de frataxina recombinant en ratolins administrats

intratecalment amb el vector rAAV9-FXN.

Un cop confirmada la capacitat de transduccid dels vectors virals rAAV9 en els ratolins YG8R
transgénics realitzant una administracio intratecal i la capacitat per expressar proteina dels
elements reguladors inclosos en els rAAV9 generats mitjangant 1’assaig de bioluminescéncia in
vivo i ex vivo amb la luciferasa, es va avaluar detalladament 1’expressio6 de frataxina recombinant
en ratolins administrats intratecalment amb el vector rAAV9-FXN als 7 i 14 mesos d’edat dels
animals, és a dir, als 5 mesos i 12 després de la injeccid. Es va quantificar els nivells d’expressio
d’ARNm de frataxina i els nivells d’expressio i biodistribucié de frataxina recombinant en

diferents teixits dels ratolins. Per poder realitzar aquesta avaluacio de 1’expressi6 de frataxina, es
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van sacrificar els ratolins per tal d’extreure’n els teixits, que van ser processats de la manera

corresponent per cadascuna de les tecniques utilitzades.

2.1. Quantificacio dels nivells d’ARNm de frataxina.

En primer lloc, per tal de coneixer si els ratolins YG8R administrats intratecalment amb els
vectors virals rAAV9-FXN eren capagos d’expressar ARNm de frataxina recombinant, i per tant,
realitzar la transcripcio de la seqiencia d’ADN codificant de FXN humana, es va detectar i
quantificar mitjan¢ant PCR quantitativa a temps real amb retrotranscripcio (qRT-PCR) Unicament
els nivells d’expressié d’ARNm de frataxina humana recombinant en diferents teixits de ratolins

administrats amb rAAV9-FXN als 7 mesos d’edat.

Per amplificar unicament ’ARNm de frataxina humana recombinant del vector rAAV9-FXN, i
no la frataxina humana del transgén del ratoli YG8R, les quals eren idéntiques, es van dissenyar
encebadors i sonda especificament en la Gnica regid en que es diferenciaven, que era la sequiencia
de la hemaglutinina (HA) que s’havia inclos precisament per poder diferenciar-les. D’aquesta
manera, I’encebador forward es va dissenyar en I’ex6 5a de la frataxina, comu tant en la seqiiencia
d’ARNm del transgen, com la recombinant del vector viral; I’oligonucleotid marcat amb una
sonda Tagman també es va dissenyar en 1’ex6 5a; i I’encebador reverse en la sequéncia HA,

present unicament en I’ARNm recombinant de frataxina (Figura 38A).

Es va avaluar I’expressio d’ARNm de frataxina recombinant en la medul-la espinal lumbar, fetge,
DRG lumbar, el cortex frontal del cervell, cerebel i medul-la espinal toracica de ratolins YG8R
transgénics hemizigots administrats amb el vector rAAV9-Null (Tg + rAAV9-Null) i ratolins
YG8R transgenics hemizigots administrats amb el vector rAAV9-FXN (Tg + rAAV9-FXN).

Els resultats obtinguts de la qRT-PCR van mostrar que Unicament els ratolins Tg + rAAV9-FXN
tenien expressio d’ARNm de frataxina recombinant, i que aquesta es detectava en tots els teixits
analitzats. En canvi, no es va detectar ARNm de frataxina recombinant en cap dels teixits dels
ratolins Tg + rAAV9-Null. Addicionalment, per tenir una comparacio de la biodistribucio i dels
nivells d’expressio d’ARNm de frataxina recombinant entre teixits dels ratolins Tg + rAAV9-
FXN, es van comparar els valors expressats en cada teixit respecte els valors obtinguts en la
medul-la espinal lumbar, que es va agafar com a valor de referéncia i es va normalitzar a 1, perqué
era el teixit més proxim al punt d’administracio dels rAAV9, i va demostrar ser el teixit amb més
expressio d’ARNm de frataxina recombinant. A aquesta li va seguir el fetge amb un valor
d’expressio relatiu de 0,72 i a continuacié amb uns nivells entre 0,27 i 0,37, els DRG lumbars,

cervell, cerebel i medul-la espinal cervical (Figura 38A).
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Figura 38. Quantificacio relativa dels nivells d’expressio d’ARNm de frataxina humana en teixits de
ratolins administrats amb vectors rAAV9. A) Quantificacio dels nivells d’expressid relatius d’ARNm
de frataxina recombinant de teixits dels ratolins YG8R hemizigots administrats amb el vector rAAV9-FXN
als 5 mesos després de la injeccid mitjancant gRT-PCR. Els valors d’expressi6 de frataxina recombinant de
cada teixit es van normalitzar als nivells d’expressio de la medul-la espinal lumbar, que es va agafar com a
referéncia. B) Quantificacio dels nivells d’expressio relatius d’ARNm de frataxina total de teixits del
sistema nervios i sistémics en ratolins YG8R hemizigots administrats intratecalment amb rAAV9-Null i
rAAV9-FXN. Els valors es van normalitzar a la mitjana dels valors obtinguts pels ratolins Tg + rAAV9-
Null per cada teixit, la qual es va assignar el valor 1. Els ratolins YG8R homozigots (Tg/Tg) es van incloure
com a controls d’expressioé elevada. A sobre de cada grafica hi ha representada la localitzacié dels
encebadors (fletxes vermelles) i sonda (en verd) utilitzats per quantificar especificament I’ARNm de la
frataxina humana recombinant A), i frataxina humana total B). Es va utilitzar I’expressio d’ARNm de beta-
2-microglobulina (B2m) com a control intern. Per cada teixit es van analitzar 5 ratolins per grup. Les barres
d’error representen el SEM. *P<0,05, Tg + rAAV9-FXN comparat amb Tg + rAAV9-Null; **P<0,01, Tg
+ rAAV9-FXN comparat Tg + rAAV9-Null.
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Un cop confirmada I’expressio d’ARNm de frataxina recombinant en els ratolins administrats
amb el vector rAAV9-FXN, es van quantificar els nivells d’expressié d’ARNm de frataxina
humana total de diferents teixits dels sistema nervids i teixits sisttmics mitjangant gqRT-PCR per
tal de conéixer I’efecte de ’administracié del vector viral rAAV9-FXN en els nivells totals
d’expressio d’ARNm de frataxina dels ratolins YG8R. En aquest cas, es van dissenyar encebadors
especifics en I’ex6 3 i I’ex6 4 de la seqiiencia de frataxina, per amplificar tots els transcrits descrits
del gen FXN huma i que poden expressar els ratolins YG8R a partir del transgeén, i els transcrits
provinents del vector viral rAAV9-FXN (Figura 38B).

Es van analitzar els ganglis de 1’arrel dorsal lumbars (DRG), la medul-la espinal lumbar, toracica
i cervical separades, el tronc cerebral, el cerebel i el cortex frontal del cervell com a teixits del
sistema nervios; i el fetge, el cor i el pancreas com a teixits sistemics. Els nivells d’expressio
d’ARNm de frataxina total dels ratolins Tg + rAAV9-FXN capacos d’expressar ARNm del
transgén huma de FXN i ARNm del ADNc de FXN recombinant provinent del vector viral
rAAVI-FXN, es van comparar amb els nivells dels ratolins Tg + rAAV9-Null, que Gnicament
expressaven ARNm de FXN huma del transgen. Els valors dels ratolins Tg + rAAV9-Null es van
agafar com a valor de referéncia i es van normalitzar a 1 per cada teixit. Es va afegir com a control
d’expressio elevada d’ARNm de frataxina humana, teixits de ratolins YG8R transgenics
homozigots sense administrar (Tg/Tg). Aquests ratolins contenien el doble de copies del transgén
huma respecte els ratolins hemizigots, un total de 4 copies del gen FXN en comparacié amb les 2
dels ratoli hemizigots. Per tant, tenien capacitat d’expressar més quantitat d’ ARNm de frataxina

i en conseqliencia tenien un fenotip i patologia molt menys severes.

En general, els nivells d’expressi6 d’ARNm de frataxina total dels ratolins Tg + rAAV9-FXN
van mostrar-se més elevats en comparacié amb els nivells dels ratolins Tg + rAAV9-Null en tots
els teixits analitzats menys el pancreas (Figura 38B). Aquest increment, degut a 1’expressio
d’ARNm de frataxina recombinant del vector rAAV9-FXN, va ser estadisticament significatiu en
els DRG lumbar [Fq.s = 6,023, P=0,04], la medul-la espinal lumbar [Fus = 5,868, P=0,042] i
cervical [Fu8=5,896, P=0,041], el cortex frontal del cervell [Fs = 6,108, P=0,039] i el fetge
[Fae =14,603, P=0,005]. Tant el fetge com els DRG lumbars van mostrar els valors d’expressio
relatius mes elevats, amb 2,7 i 2,1 respectivament, seguit de la medul-la espinal lumbar, cervical
i cervell, amb valors d’expressio relatius entre 1,51 i 1,64 respecte el valor de referéncia 1 dels
ratolins Tg + rAAV9-Null. Els ratolins Tg/Tg van expressar els valors d’expressio d’ARNm de
frataxina total més elevats en tots els teixits practicament entre 2-3 vegades els valors d’expressio
del ratoli Tg + rAAV9-Null. En els DRG lumbar, medul-la espinal cervical i fetge, els ratolins Tg
+ rAAV9-FXN van demostrar tenir uns valors similars als ratolins Tg/Tg. També va haver un

augment dels nivells d’expressié de ARNm de frataxina total, tot i que no de manera significativa,
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en la medul-la espinal toracica [Fug=2,83,P=0,131], el tronc cerebral
[Fae=2,219, P=0,175], el cerebel [F8=2,039, P=0,191] i el cor [Fug=1,912, P=0,204]
dels ratolins Tg + rAAV9-FXN en comparacié amb els ratolins Tg + rAAV9-Null.

2.2. Biodistribucio6 de I’expressié de proteina frataxina recombinant.

Donada I’eficiéncia de transduccié dels vectors rAAV9 i havent confirmat I’expressio de
luciferasa i ARNm de frataxina recombinant en els diferents teixits de ratolins administrats, a
continuacio, per tal de saber si I’eficiencia de transduccio i expressio del vector rAAV9-FXN
reflectia la biodistribucié observada anteriorment en I’assaig de bioluminescéncia amb la
luciferasa del vector rAAV9-LUC, es va analitzar I’expressio de la proteina frataxina recombinant
en teixits del sistema nervios central i periferic dels ratolins administrats intratecalment amb
rAAV9-FXN.

Extractes totals de proteina de medul-la espinal lumbar, DRG lumbars i toracics, nervi ciatic i
fetge de ratolins administrats intratecalment amb el vector rAAV9-Null i rAAV9-FXN es van
analitzar mitjangant western-blot. Per tal de detectar Unicament la proteina frataxina humana
recombinant es va utilitzar un anticos primari especific contra I’etiqueta HA (anti-HA), adherida
a I’extrem C-terminal de la proteina frataxina recombinant, i que no estava present en la proteina
humana del transgén de ratoli. També es va utilitzar un anticos especific contra la proteina
frataxina (anti-FXN), que va permetre detectar tant la forma madura (m-FXN transgén, 14 kDa)
i intermediaria (i-FXN transgen, 17 kDa) de la frataxina humana del transgén de ratoli, com la

forma madura de la frataxina recombinant del vector viral rAAV9-FXN (m-rFXN, 17 kDa).

En les imatges obtingudes per western-blot, la banda referent a la frataxina madura recombinant
(m-rFXN) es va detectar amb ambdos anticossos especifics HA i FXN, mostrant el mateix pes
molecular i confirmant que marcaven especificament aquesta proteina. La diferéncia en el pes
molecular que es va observar en la frataxina humana recombinant (m-rFXN) respecte la frataxina
humana del transgén de ratoli (m-FXN transgén) tot i ser la mateixa proteina, va ser deguda als 9
aminoacids de mes de I’HA que contenia la frataxina recombinant del vector rAAV9-FXN, i que
li aportava un pes molecular superior i per tant, va permetre distingir-la per mida en el western-
blot, utilitzant 1’anticos anti-FXN. Malgrat aix0, la forma intermediaria de la frataxina humana
del transgen del ratoli (i-FXN transgén) va demostrar tenir el mateix pes molecular que la forma
madura de la frataxina recombinant (m-rFXN) tal com es va observar sobretot en la medul-la
espinal, que era on més es va expressar aquesta forma en els ratolins YG8R. Per tant, no es va
poder diferenciar clarament per mida la forma intermediaria de frataxina del transgén de la forma
madura recombinant ens alguns teixits com la medul-la espinal lumbar, pero si per exemple en

DRG lumbars i toracics. Tot i aix0, clarament es va observar que la banda dels ratolins
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administrats amb rAAV9-FXN era més intensa que en els ratolins administrats amb rAAV9-Null,

indicant I’expressi6 de la frataxina recombinant (Figura 39).

La deteccié d’expressio de la forma madura de frataxina recombinant va indicar que la forma
precursora de frataxina que era sintetitzada inicialment a partir del vector rAAV9-FXN realitzava
el procés de maduracio, era tallada per la peptidasa de processament mitocondrial (MPP), i
entrava en la mitocondria, tenint potencial per poder recuperar la funcié mitocondrial afectada a

les cel-lules dels ratolins YG8R.
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Figura 39. Biodistribucié de I’expressio de frataxina recombinant en teixits de ratolins administrats
intratecalment amb el vector rAAV9-FXN. Es va avaluar ’expressio de frataxina recombinant en
medul-la espinal lumbar, DRG lumbars i toracics, nervi ciatic i fetge de ratolins administrats o no amb el
vector rAAVI-FXN mitjangant western-blot utilitzant dos anticossos primaris, anti-HA i anti-FXN. El
simbol + 0 — sota el nom dels teixits indica si el ratoli es va administrar o no respectivament amb el vector
rAAV9-FXN. m-rFXN indica la forma madura de la frataxina humana recombinant (17 kDa); i-FXN
transgeén, indica la forma intermediaria de la proteina frataxina humana del transgen del ratoli (17 kDa); m-
FXN transgén, indica la forma madura de la proteina frataxina humana del transgen del ratoli (14 kDa).

L’expressi6 del Gapdh es va utilitzar com a control de carrega (36 kDa).

Els resultats del western-blot van demostrar 1’expressi6 de frataxina humana recombinant en tots
els teixits analitzats inicament en les mostres de ratoli administrat amb rAAV9-FXN. En canvi,
els teixits del ratoli administrat amb vector rAAV9-Null no van mostrar expressié de frataxina
recombinant. Per tant, la injeccié intratecal en la regié lumbar de la medul-la espinal per
administrar els rAAV9-FXN en el liquid cefalorraquidi va demostrar una amplia distribuci6 dels
vectors virals transduint cél-lules i expressant la proteina frataxina recombinant en teixits del
sistema nervios central com es va demostrar en la medul-la espinal, i també en el sistema nervids
periféric com els DRG lumbars i toracics i el nervi ciatic, que son els primers teixits afectats en
I’ataxia de Friedreich. L’expressio de frataxina recombinant en el fetge va demostrar que tot i
administrar els vectors en el sistema nervids central, aquests eren capagos de transduir teixits
sistémics confirmant la distribucio que es va mostrar inicialment en I’assaig de bioluminescéncia,

pero aquest cop amb proteina frataxina (Figura 39).
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Per caracteritzar especificament a nivell cel-lular la biodistribucié i I’expressio de frataxina
recombinant en les neurones dels DRG lumbars, toracics i cervicals de ratolins YG8R
administrats amb el vector viral rAAV9-FXN als 7 mesos d’edat mitjangant immunohistoquimica,
es va immunodetectar Gnicament la frataxina recombinant utilitzant 1’anticos especific contra
I’etiqueta HA, i es va analitzar la reaccio colorimétrica de I’enzim peroxidasa, que estava unit a
I’anticos secundari, degut a la seva reaccid amb el seu substrat, generant com a resultat la

coloracio marronosa en aquelles cél-lules que expressaven la frataxina recombinant.

Qualitativament, en les imatges obtingudes per microscopia de les seccions tenyides dels DRG,
es va veure expressio de frataxina recombinant en tots els DRG, lumbars, toracics i cervicals dels
ratolins administrats amb el vector rAAV9-FXN. En canvi, els ratolins YG8R administrats amb
rAAV9-Null, no van mostrar coloracid, i per tant no van expressar frataxina recombinant. Les
imatges ampliades van mostrar una distribuci6é de frataxina recombinant dins la cél-lula en el

citoplasma i segurament dins la mitocondria, perd no en el nucli cel-lular (Figura 40A).
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Figura 40. Expressio de frataxina recombinant en els DRG dels ratolins YG8R administrats. A)
Imatges d’immunohistoquimica de seccions dels ganglis de 1’arrel dorsal (DRG) lumbars, toracics i
cervicals d’un ratoli Tg + rAAV9-Null i Tg + rAAV9-FXN de 7 mesos d’edat. La frataxina recombinant
es va immunodetectar especificament amb anticos anti-HA. Les imatges ampliades mostren la distribucid
de I’expressio dins la neurona dels DRG. La barra d’escala indica 100 um. B) Percentatge del nimero de
neurones grans respecte el total en el DRG que expressen frataxina recombinant respecte el total. Es van

avaluar 2 ratolins de cada grup (1 femella i 1 mascle). Les barres d’error representen el SEM.

Quantitativament, es va calcular el percentatge de neurones grans dels DRG que expressaven
frataxina recombinant respecte el total que contenien, per congixer la distribucié exacta a nivell
cel-lular dels rAAV9 dins dels DRG. Els DRG lumbars, els quals es trobaven mes proxims al
punt d’administracid, van mostrar el percentatge de neurones transduides més elevat, amb un
59,7%. Per sota, tant els DRG toracics com cervicals van mostrar un percentatge de neurones

transduides inferior, amb un 12,9% i 17,8% respectivament, indicant que gran part de les

157



Capitol 111: Avaluacid de la biodistribucio i expressid de frataxina que proveeix
una administracio intratecal del vector rAAV9-FXN en ratolins YG8R. RESULTATS

particules virals transdueixen en el lloc d’administracio, i que la distribucid pel liquid

cefalorraquidi, tot i ser destacable i substancial, disminueix.

2.3. Avaluacio de la durada de I’expressio de proteina frataxina recombinant.

Un dels motius pels quals es va incloure el promotor huma del PGK en el vector rAAV9-FXN va
ser per intentar proveir una expressio de llarga durada de la proteina frataxina recombinant en els

ratolins amb tan sols una Unica administracio del vector viral.

Per tal de detectar expressio a llarg termini es va extreure proteina total de fetge, medul-la espinal
lumbar i DRG lumbars de ratolins Tg + rAAV9-Null i Tg + rAAV9-FXN de 24 mesos d’edat i es
va analitzar per western-blot per comparar-la amb 1’expressié obtinguda en aquests teixits de
ratolins Tg + rAAV9-Null i Tg + rAAVI-FXN als 3, 7 i 14 mesos d’edat.
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Figura 41. Avaluacié de la duracié de P’expressio de proteina frataxina recombinant en teixits
sistemics i nerviosos de ratolins administrats intratecalment amb el vector rAAV9-FXN. Imatges
obtingudes per western-blot a partir d’extractes totals de proteina de A) fetge, B) medul-la espinal lumbar
i C) DRG lumbars, de ratolins Tg + rAAV9-Null i Tg + rAAV9-FXN als 3, 7, 14 i 24 mesos d’edat. ES va
detectar la proteina frataxina humana recombinant i del transgén de ratoli amb els anticossos contra HA i

FXN. Es va utilitzar I’expressié de Gapdh com a control de carrega.
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Es va detectar expressié de frataxina recombinant fins almenys els 2 anys de vida del ratoli, és a
dir 22 mesos després de I’administraci6 del vector rAAV9-FXN mitjangant western-blot en tots
els teixits analitzats, tant sistemics com és el cas del fetge, com del sistema nervios central com
la medul-la espinal lumbar i del sistema nervios periferic com es va veure en els DRG lumbars
(Figura 41). En canvi, els ratolins administrats amb el vector rAAV9-Null no van mostrar
expressio de frataxina recombinant. Malgrat tenir Unicament una mostra per cada edat, els
resultats van indicar que en el fetge, I’expressio de frataxina recombinant era robusta al llarg del
temps des dels 3 fins als 24 mesos d’edat del ratoli (Figura 41A). En la medul-la espinal lumbar,
als 3 mesos d’edat es va veure I’expressio de frataxina recombinant més elevada. Aquesta es va
veure una mica disminuida en els 7 mesos, pero es va mantenir de manera substancial fins almenys
els 14 mesos d’edat. Posteriorment, en els 24 mesos d’edat ’expressi6é de frataxina es veure
disminuida drasticament (Figura 41B). En canvi, curiosament en els DRG lumbars es va observar
la tendéncia contraria. Als 3 mesos d’edat no es va observar expressio de frataxina recombinant,
mentre que progressivament va incrementar fins als 14 mesos d’edat i practicament es va mantenir

fins als 24 mesos d’edat dels ratolins (Figura 41C).

Aquests resultats van ser Gnicament indicatius perd no conclusius degut a que Unicament es va
analitzar un ratoli a cada edat. Per poder avaluar estadisticament i de manera conclusiva els nivells
d’expressio de proteina frataxina recombinant caldria realitzar un estudi amb més animals. En
qualsevol cas, va servir per demostrar expressio de frataxina recombinant provinent del vector
rAAV9-FXN en els ratolins YG8R amb una administracio intratecal tant en teixits sistémics com

teixits del SNC i SNP de manera robusta al Ilarg del temps.

2.4. Quantificacio dels nivells d’expressio de la proteina frataxina recombinant.

Diversos estudis havien descrit que els pacients amb ataxia de Friedreich tenien una expressio
variable de proteina frataxina, depenent del teixit, perd que es trobava aproximadament en un
rang entre 5-40% d’expressio respecte els individus sans no portadors, mentre que els individus
sans portadors tenien aproximadament entre 30-75% (15,100,101). Previament en aquest estudi,
s’havia determinat que en cél-lules fibroblasts, els pacients amb FRDA contenien
aproximadament un 17% de frataxina respecte els individus sans no portadors, mentre que els
individus sans portadors expressaven un 28% de frataxina (veure apartat 2.2 del capitol | de
resultats). Donat que els individus portadors s6n asimptomatics, tot i tenir menys nivells
d’expressié de frataxina que els individus no portadors, es va establir que era necessari
incrementar com a minim aproximadament un 11% els nivells que expressen les cél-lules dels
individus afectes, per aconseguir expressar uns nivells de frataxina no patologics, i per tant en un

rang potencialment terapéutic.
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Per coneixer els nivells d’expressio de frataxina recombinant que era capag¢ de proporcionar el
vector rAAV9-FXN administrat intratecalment en els teixits dels ratolins, es va avaluar mitjangant
western-blot I’extracte total de proteina de DRG lumbars i medul-la espinal lumbars de 8 ratolins
(4 femelles i 4 mascles) de cadascun dels grups WT + rAAV9-Null, Tg + rAAV9-Null i Tg +
rAAVI-FXN als 14 mesos d’edat, €s a dir, 12 després de I’administracio intratecal dels rAAV9.
Es van avaluar aquests teixits perque son els primers que degeneren en I’ataxia de Friedreich, amb
més afectacio i que causen els simptomes neurologics principals com la neuropatia sensitiva i

I’ataxia i la propiocepcio, afectant a I’autonomia dels pacients.

Per identificar especificament les formes madures de la frataxina humana recombinant provinent
del vector rAAV9-FXN, la frataxina humana transgénica dels ratolins YG8R, i la frataxina
endogena murina dels ratolins WT + rAAV9-Null, es van utilitzar anticossos contra HA i la
proteina FXN.
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Figura 42. Quantificacio dels nivells de frataxina en els DRG i medul-la espinal lumbars de ratolins
administrats amb vectors virals adenoassociats als 14 mesos d’edat. A i C) Western-blot de DRG
lumbar i medul-la espinal lumbar respectivament, utilitzant anticossos primaris anti-HA (bloc superior) i
anti-FXN (bloc del mig), tant en femelles com en mascles, per detectar la proteina FXN recombinant del

vector rAAV9-FXN, la frataxina endogena de ratoli (mFxn endodgena), i la frataxina humana del transgén

160



Capitol 111: Avaluacid de la biodistribucio i expressid de frataxina que proveeix
una administracio intratecal del vector rAAV9-FXN en ratolins YG8R. RESULTATS

dels ratolins YG8R (hFXN transgén). Es van analitzar 8 ratolins en total (4 femelles i 4 mascles) dels grups
WT + rAAV9-Null, Tg + rAAVO-Null i Tg + rAAV9-FXN. L’expressio del Gapdh es va utilitzar com a
control intern de carrega. B i D) Quantificacio dels nivells d’expressié relatius de frataxina recombinant
dels ratolins YG8R administrats amb el vector rAAV9-FXN comparats amb els nivells de frataxina
endogena murina que expressen els ratolins control WT + rAAV9-Null en els DRG lumbar i medul-la

espinal lumbar, respectivament. Els valors d’expressié de mFxn endogena es van normalitzar a 1.

Es va detectar expressid de frataxina recombinant en els DRG i medul-la espinal lumbars de tots
els ratolins administrats intratecalment amb el vector rAAV9-FXN. En canvi, aquesta no es va
detectar en cap dels ratolins WT + rAAV9-Null i Tg + rAAV9-Null en ambdos teixits analitzats
(Figura 42Ai C). Qualitativament es va veure que els nivells d’expressio de frataxina endogena
murina que presentaven els ratolins WT + rAAV9-Null eren inferiors als nivells d’expressio de
frataxina humana del transgén dels ratolins Tg + rAAV9-Null tant en els DRG com en la medul-la
espinal lumbar, confirmant el que s’havia descrit en el model YG8R, en que determinats teixits
tenen nivells elevats de frataxina humana, perd tot i aixi insuficients per evitar manifestar la
malaltia (289).

Amb I’anticos anti-FXN, capag¢ d’identificar totes les formes de frataxina, es va detectar una
banda amb la mateixa mida que la frataxina recombinant (17 kDa) en tots els ratolins Tg +
rAAV9-Null en la medul-la espinal lumbar, igual a com s’havia vist anteriorment (apartat 2.2 del
capitol | de resultats). Aquesta banda, corresponia a la forma intermediaria de frataxina humana

del transgén que expressaven els ratolins YG8R. En els DRG, aquesta banda no es va detectar.

Els nivells d’expressi6 de frataxina recombinant en DRG i medul-la espinal lumbars dels ratolins
Tg + rAAVI-FXN es van quantificar i comparar amb els nivells d’expressio de frataxina
endogena murina dels ratolins control WT + rAAV9-Null, tal com es va fer en humans, en que es
van comparar els nivells dels pacients amb FRDA amb els dels individus sans no portadors
(apartat 2.2 del capitol | de resultats). Els ratolins control WT + rAAV9-Null, eren sans i per tant,
expressaven els nivells maxims no patologics de frataxina endogena. Agafant aquests valors com
a referéncia i normalitzant-los a 1, els nivells d’expressio de frataxina recombinant que es van
aconseguir en els DRG lumbar de ratolins administrats amb rAAV9-FXN van ser de 1,76, per
sobre dels nivells d’expressio endogena dels ratolins WT + rAAV9-Null. En canvi, en la medul-la
espinal lumbar, aquesta expressio relativa va ser de 0,43, més baixa que en els DRG, pero
igualment substancial. Extrapolant aquests valors d’expressio, en humans estarien per sobre dels
nivells minims que és necessari aportar en les cel-lules dels individus afectes, per arribar als
nivells d’expressioé dels individus portadors 0 inclUs no portadors, en aquests teixits mitjancant

I’administracio intratecal de rAAV9-FXN.
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Capitol IV. Avaluaci6 de I’eficacia terapeutica del
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1. Avaluacio del fenotip motor i sensitiu dels ratolins YG8R administrats

intratecalment amb el vector rAAV9-FXN.

Als pacients amb ataxia de Friedreich se’ls avalua el grau d’afectaci6é de la malaltia i la seva
evolucié mitjancant escales numeériques establertes i consensuades en la comunitat cientifica, com
son I’escala SARA, FARS o ICARS realitzant diferents tests, on s’analitzen les caracteristiques
fenotipiques de la malaltia com la coordinacié motora, la marxa, la propiocepcio, els potencials
d’acci6 dels nervis periferics, el reflex Babinski, 1’absencia de reflexos tendinosos, etc. De la
mateixa manera, per avaluar el grau d’afectacio fenotipic caracteristic de la malaltia en els ratolins
transgénics hemizigots YG8R amb ataxia de Friedreich, es van avaluar diferents tests de
comportament similars a algunes de les proves que s’utilitzen per monitoritzar la malaltia en
humans. Per aix0 es va realitzar el test del rotarod accelerat, es va avaluar la polineuropatia
sensitiva del nervi caudal de la cua, el manteniment del reflex d’agafada, i I’analisi de la marxa.
Algunes d’aquestes ja s’havien avaluat anteriorment pel grup del Dr. Mark Pook, qui va generar
el model de ratoli YG8R, demostrant I’afectacio fenotipica d’aquests ratolins (192,287). D’altres

en canvi, no s’havien estudiat profundament, o directament no s’havien avaluat.

El model de ratoli YG8R hemizigot, tot i expressar nivells elevats de frataxina humana en alguns
teixits nerviosos, aquests nivells no han demostrat ser suficients com per evitar I’aparici6 de la
patologia fenotipica caracteristica de 1’ataxia de Friedreich (192,287). El model YG8R ratolins
requereix més frataxina per tal revertir aquesta afectacio, ja que s’ha descrit que ratolins YG8R
homozigots pel transgén, amb més quantitat de frataxina humana, presenten un fenotip menys
patologic, similar al dels ratolins control WT (289). D’acord amb aix0, el tractament de terapia
génica que havia demostrat capacitat per incrementar els nivells de frataxina en diversos teixits

podia prevenir 1’afectacio fenotipica caracteristica de la malaltia en aquest model de ratoli.

Per tal d’avaluar I’eficiéncia del tractament de terapia génica els ratolins YG8R administrats
intratecalment amb el vector rAAV9-FXN (Tg + rAAV9-FXN) es va avaluar el fenotip motor i
sensitiu d’aquests ratolins mitjangant tests de comportament al llarg del temps i es van comparar
amb ratolins YG8R administrats de la mateixa forma amb el vector buit rAAV9-Null (Tg +
rAAV9-Null), ja que aixi tots els ratolins van sofrir el mateix procediment d’injeccio intratecal
entre les vertebres L3-L4 de la columna vertebral, i van rebre un nimero similar de particules
virals del mateix serotip AAV9. Per tant, qualsevol millora o efecte va ser deguda exclusivament
al tractament amb rAAV9-FXN, donat que per la resta s’havien tractat exactament igual i eren
genéticament idéntics, amb capacitat de desenvolupar la simptomatologia caracteristica de
I’ataxia de Friedreich. També es van incloure ratolins WT, que es van administrar intratecalment
amb el vector buit rAAV9-Null (WT + rAAV9-Null) per la mateixa rad, i que es van utilitzar com

a control sa de referencia, sense afectacié fenotipica. Aixi doncs, la comparaci6 dels tres grups de
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ratolins va permetre per una banda determinar 1’afectacid fenotipica dels ratolins YG8R
hemizigots administrats amb el vector rAAV9-Null, i per l’altra avaluar I’efecte de
I’administracio intratecal de rAAV9-FXN en els ratolins YG8R.

Aquesta avaluacio es va realitzar fins als 14 mesos d’edat en els ratolins perque per una banda
I’ataxia de Friedreich és una malaltia neurodegenerativa amb una patologia progressivament més
severa en el temps, i d’altra banda perqué el vector rAAV9-FXN havia demostrat ser capa¢ de
proveir una expressio robusta i prolongada de frataxina recombinant, i per tant amb capacitat

terapeéutica fins almenys aquesta d’edat.

Per les diferents proves de comportament, es van utilitzar un minim de 10 ratolins per cada grup,
amb el mateix nimero de mascles que de femelles, en aquest cas 5 de cada génere, per tal de tenir
en compte ambdos sexes, ja que I’ataxia de Friedreich afecta per igual als dos en humans. Donades
les diferéncies que existeixen entre ells en ratolins pel que fa a mida i pes principalment, es va

seleccionar tenir el mateix namero entre grups per poder fer una bona comparacio.

1.1. Avaluacio de la polineuropatia sensitiva periferica mitjancant electrofisiologia

del nervi caudal.

Una de les caracteristiques fisiopatologiques principals i que primer apareixen en els pacients amb
ataxia de Friedreich és la polineuropatia sensitiva. Aquesta es caracteritza per la degeneracié
sensitiva dels nervis periférics a través de la pérdua d’axons i fibres grans mielinitzades. Per tal
d’avaluar-la es realitzen mesures electrofisiologiques en els nervis periférics de les extremitats
dels pacients que esdevenen en una reduccio severa o perdua completa dels potencials d’accio

sensitius i una lleugera disminucié de les velocitats de conducci6 nerviosa.

En el model de ratoli YG8R aquest aspecte no s’havia estudiat en profunditat. Inicialment, tan
sols s’havia vist una tendéncia alterada del potencial d’acci6 i no tant de la velocitat de conduccid
nerviosa als 20 mesos d’edat, ambdos no significatives, pero en nomeés dos animals per grup
comparat amb ratolins WT (192). Més recentment, un estudi no va determinar diferéncies en les
velocitats de conduccid nervioses en el nervi caudal de la cua en aquest model de ratoli als 9

mesos d’edat, pero si una alteraci6 de la duracio del potencial d’acci6 sensitiu (288).

Quan s’estimula eléctricament un nervi periféeric, primer es desencadena un potencial d’accid
sensitiu, i posteriorment apareix un potencial d’accié motor en resposta a 1’estimul. Inicialment,
es va posar apunt la técnica en un ratoli control per identificar el potencial d’accid sensitiu del
nervi caudal de la cua i diferenciar-lo del potencial d’acci6 motor mitjangant la mesura
electrofisiologica abans i després de 1’administracié intraperitoneal de succinil colina en el ratoli.

La succinil colina és un relaxant muscular que inhibeix el potencial d’accié motor del nervi.
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D’aquesta manera, el potencial d’accio motor va desapareixer, confirmant que el primer potencial
d’accié que apareixia en I’espectre resultant de la mesura electrofisiologica corresponia al

potencial d’accio sensitiu (Figura 43C).

Un cop es va confirmar la identificaciéo del potencial d’acci6 sensitiu, per tal d’avaluar la
polineuropatia sensitiva en els ratolins, es va mesurar 1’amplitud d’aquest potencial en el nervi
caudal de la cua dels ratolins per electrofisiologia, estimulant el nervi mitjancant un impuls
electric. Es va monitoritzar la polineuropatia dels mateixos ratolins al llarg del temps des dels 4
fins als 13 mesos d’edat. L’amplitud (LV), que defineix la intensitat d’estimulaci6 del nervi, €s

va mesurar des de I’aparicié del potencial d’accio fins al pic maxim d’intensitat del potencial.
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Figura 43. Avaluacio neuroelectrofisiologica de la polineuropatia sensitiva del nervi caudal dels
ratolins. A) Mesura electrofisiologica dels valors de mitjana d’amplitud del potencial d’acci6 sensitiu del
nervi caudal de la cua dels ratolins al llarg del temps des dels 4 fins als 13 mesos d’edat. B) Percentatge de
desviaci6 dels valors d’amplitud de cada grup de ratolins en el temps. Es va definir la mitjana dels valors
d’amplitud inicials dels ratolins WT + rAAV9-Null als 4 mesos d’edat com valor de referéncia. C)
Representacié de la mesura electrofisiologica del nervi caudal de la cua dels ratolins. Primer apareix el
potencial sensitiu i a continuacio el potencial motor. Les fletxa en vermell defineix la mesura de I’amplitud
del potencial que es va adquirir. Es van avaluar un total de 10 ratolins per grup (5 femelles i 5 mascles) de
WT + rAAV9-Null (blanc), Tg + rAAV9-Null (negre) i Tg + rAAV9-FXN (blau). Les linies representen la
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tendéncia dels valors d’amplitud en el temps. Les barres d’error representen el SEM. *P<0,05, WT +
rAAV9-Null comparat amb Tg + rAAV9-Null; **P<0,01, WT + rAAV9-Null comparat Tg + rAAV9-Null;
#P<0,05, Tg + rAAV9-FXN comparat Tg + rAAVI-Null; #P<0,01, Tg + rAAV9-FXN comparat amb Tg
+ rAAV9-Null.

L’avaluacio neuroelectrofisiologica del nervi caudal sensitiu de la cua dels ratolins transgénics
hemizigots YG8R control, administrats amb el vector rAAV9-Null (Tg + rAAV9-Null) va
mostrar una reduccid progressiva dels valors d’amplitud al llarg del temps, significativa des dels
4 mesos fins almenys els 14 mesos d’edat quan es va comparar amb els ratolins control WT
administrats amb el vector rAAV9-Null (WT + rAAV9-Null). Els ratolins YG8R administrats
intratecalment amb el vector rAAV9-FXN (Tg + rAAV9-FXN) van mostrar el manteniment dels
valors d’amplitud en el temps, en un nivell similar als ratolins control WT + rAAV9-Null fins
almenys els 13 mesos d’edat. Els ratolins Tg + rAAV9-FXN van demostrar tenir valors
significativament més elevats d’amplitud respecte els ratolins Tg + rAAV9-Null als 6, 9, 11i 13
mesos d’edat (Figura 43A) (Taula 17).

Per tal de saber el percentatge de desviacio dels valors d’amplitud de cada grup de ratolins en
funcio del temps, es va comparar els valors d’amplitud de cadascun dels ratolins individualment
de tots els grups en cada edat de mesura, respecte la mitjana dels inicials als 4 mesos d’edat del
grup de ratolins control WT + rAAV9-Null (Figura 43C). D’aquesta manera, es va veure que als
4 mesos d’edat, els ratolins Tg + rAAV9-Null ja presentaven polineuropatia sensitiva en el nervi
caudal de la cua, amb una reduccio negativa dels valors d’amplitud del -29% respecte els ratolins
WT + rAAV9-Null en la mateixa edat. Aquesta desviacié negativa va anar augmentant
progressivament al llarg del temps fins al -46% als 13 mesos d’edat. En canvi, els ratolins WT +
rAAV9-Null van mostrar uns valors proxims al zero, entre -8% i 8% de desviaci6 en I’amplitud
respecte els valors inicials als 4 mesos d’edat. Aquesta desviacié no va ser significativa i es va
atribuir a la variabilitat de lectura que dona I’instrument de mesura electrofisiologica. Els ratolins
Tg + rAAV9-FXN ja inicialment en la primera lectura als 4 mesos d’edat van demostrar tenir
valors iguals als dels ratolins WT + rAAV9-Null. Van mostrar una tendéncia creixent en els valors
d’amplitud progressivament al llarg del temps fins al 21% als 11 mesos d’edat, sense arribar a ser
estadisticament significativa respecte els ratolins WT + rAAV9-Null en cap de les mesures. Per
tant, I’efecte del tractament amb rAAV9-FXN prevé I’afectacioé neuroelectrofisiologica al llarg

del temps en el nervi caudal de la cua dels ratolins YG8R.
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Edat  WT + rAAV9-Null comparat  Tg + rAAV9-FXN comparat

(Mesos) amb Tg + rAAV9-Null amb Tg + rAAV9-Null
4 [Fa17=4,986, P=0,039] [Fa16=2,949, P=0,105]
6 [Fa.5=5,917, P =0,028] [Fa.15= 6,986, P=0,018]
9 [Fais) = 4,543, P =0,049] [Fas) = 9,132, P=0,009]
11 [F.15=9,263, P=0,008] [Fa16= 12,979, P=0,002]
13 [Fain = 11,304, P=0,004] [Fain= 12,491, P=0,003]

Taula 17. Resultats estadistics de I’avaluacié electrofisiologica del nervi caudal de la cua dels ratolins
al llarg del temps.

1.2. Avaluacid de la coordinacio motora i 1’ataxia amb rotarod accelerat.

En D’ataxia de Friedreich, el principal signe fenotipic que manifesten els pacients és la
descoordinacié motora o ataxia. Aquesta s’avalua en les tres escales ICARS, FARS i SARA
mitjancant I’analisi de la funcio cinética de les extremitats, de la marxa i de la postura, entre altres.
En els ratolins la forma més comu d’avaluar la coordinacié6 motora és amb el test del rotarod
accelerat. Per realitzar aquest analisi, els ratolins es van col-locar en una barra cilindrica suspesa
a 30 cm d’algada, que girava acceleradament de 0 a 40 rpm durant 5 min. Els ratolins caminen i
corren per la roda, per evitar caure, fins que no aguanten més i cauen, enregistrant el temps de
laténcia en la roda. D’aquesta manera, ratolins amb problemes de coordinacié motora com ha
demostrat el model YG8R en estudis anteriors, aguanten menys temps en roda (192,287,289). Per
avaluar comparativament la coordinacié motora, es va calcular la mitjana dels valors de laténcia
en la roda dels 4 trials realitzats de cada ratoli, i a continuacio, es va quantificar i representar la
mitjana de la laténcia en roda dels grups de ratolins WT + rAAV9-Null, Tg + rAAV9-Null, Tg +
rAAVI-FXN per cada mes analitzat (Figura 44).
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Figura 44. Avaluacio6 de la coordinacié motora i I’ataxia amb el test del rotarod. Quantificacié de la
laténcia mitjana en la roda de ratolins WT + rAAV9-Null, Tg + rAAV9-Null, Tg + rAAV9-FXN mesurada
al llarg del temps, des dels 3 fins als 14 mesos d’edat. Es van avaluar un total de 10 ratolins per grup (5
femelles i 5 mascles). Les barres d’error representen el SEM. *P<0,05, WT + rAAV9-Null comparat amb
Tg + rAAV9-Null; **P<0,01, WT + rAAV9-Null comparat Tg + rAAV9-Null; #P<0,05, Tg + rAAV9-
FXN comparat Tg + rAAV9-Null.

Els resultats obtinguts en el test del rotarod accelerat van mostrar que als 3 mesos d’edat tots els
grups de ratolins tenien els mateixos valors de laténcia en roda, indicant que els ratolins Tg +
rAAV9-Null no presentaven afectacié motora a aquesta edat. En els segiients mesos, el grup de
ratolins control WT + rAAV9-Null va demostrar un increment progressiu de la laténcia en la roda
des dels 3 fins als 6 mesos d’edat passant dels 70 als 137 s de mitjana. En canvi, els ratolins Tg +
rAAV9-Null no van mostrar cap increment del temps de latencia en roda al llarg del temps
respecte als valors obtinguts als 3 mesos d’edat, mantenint-se practicament invariables, entre 69
i 84 s, fins als 14 mesos d’edat. Aixo va indicar que els ratolins Tg + rAAV9-Null presentaven
problemes d’aprenentatge motor, que van ser estadisticament significatius des dels 4 fins als 10
mesos d’edat. Els ratolins WT + rAAV9-Null després dels 6 mesos d’edat, van mostrar una
reduccid progressiva de la laténcia en roda fins als 14 mesos d’edat, degut a I’envelliment. Tot i
aixo, les diferencies amb els ratolins Tg + rAAV9-Null van seguir sent destacables i
estadisticament significatives als 8 i 10 mesos d’edat amb valors de 116 i1 120 s respectivament.
Els ratolins Tg + rAAV9-FXN van presentar un patré similar al ratoli control WT + rAAV9-Null
al llarg del temps. Des dels 3 fins als 6 mesos d’edat van mostrar un increment de la latencia en
roda, de 74 a 135 s, sent estadisticament significatius als 6 i 8 mesos d’edat respecte els ratolins
Tg + rAAVO-Null, i posteriorment aquesta laténcia va descendir progressivament degut a
I’envelliment, de la mateixa manera que els ratolins control WT + rAAV9-Null, pero de manera
més accentuada, tot i que no significativa, degut a que el model de ratoli YG8R presenta un major
augment de pes respecte el WT. Per tant, el tractament rAAV9-FXN va demostrar prevenir
I’afectacio de la coordinaci6 i aprenentatge motors dels ratolins YG8R amb ataxia de Friedreich
(Figura 44) (Taula 18).
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Edat WT + rAAV9-Null comparat  Tg + rAAV9-FXN comparat
(Mesos) amb Tg + rAAVI-Null amb Tg + rAAVI-Null
3 [F27=0,061, P=0,975] [F2n=0,061, P=0,765]
4 [Fe.27=2,040, P =0,042] [F.2n=2,040, P =0,339]
6 [Fe2n=6,089, P=0,011] [Fe2n = 6,089, P=0,013]
8 [Fe2r =5,245, P=0,008] [Fe2n=5,245,P=0,031]
10 [F2n=2,456,P=0,016] [F2n=2,456, P =0,544]
12 [Feon=1,331,P=0,262] [Fe2n=1,331,P=0,995]
14 [F27 = 1,600, P =0,536] [F.2n=1,600, P =0,787]

Taula 18. Resultats estadistics de I’avaluacié del primer dia del rotarod accelerat dels ratolins al llarg

del temps.

1.3. Avaluacio6 del reflex d’agafada.

Els pacients amb ataxia de Friedreich presenten un reflex de Babinski positiu, degut al sindrome
piramidal, caracteritzat per 1’afectaci6 dels axons motors que viatgen des de 1’escorga cerebral
fins el tracte corticoespinal de la medul-la espinal. El reflex de Babinski s’avalua fregant la planta
del peu i s’obté una resposta que en adults és normal quan hi ha un plegament dels dits cap a la
planta del peu. En canvi, els pacients amb FRDA estiren el dit gros del peu cap amunt i obren la
resta en forma de ventall, indicant 1’afectacié de la via piramidal. D’una manera semblant, els
ratolins sans WT quan sén agafats i sospesos per la cua cap per avall, mostren 1’anomenat reflex
d’agafada o clasping, en el qual estiren les potes posteriors per intentar agafar-se a un objecte.
Aquest reflex s ha vist alterat en alguns models de ratoli de diverses malalties neurologiques, amb
degeneraci6 principalment en el cortex sensorimotor, cerebel, medul-la espinal, DRG, estriat i
neocortex, de manera que s’utilitza com a marcador de neurodegeneracié del tracte corticoespinal
del sistema nervios (580). Els ratolins que pateixen neurodegeneracié perden el reflex d’agafada

i sOn incapacos d’estirar les potes posteriors, replegant-les cap a I’abdomen.

Per tal de quantificar el grau d’afectacié d’aquest reflex, es va definir una escala de 0 a 3 en funcio
de la capacitat dels ratolins per estirar les potes posteriors, on una puntuacié de 0 va indicar un
reflex d’agafada normal i per tant no patologic, i el valor 3 va indicar un fenotip patologic més

sever del tracte motor corticoespinal del sistema nervios (Figura 45A).
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Figura 45. Avaluacio del reflex d’agafada en els ratolins YG8R administrats amb rAAV9-FXN. A)
Puntuaci6 assignada del 0 al 3 per al reflex d’agafada. Puntuacié 0: els ratolins mostren un reflex normal
d’agafada amb les dues potes posteriors completament estirades, indicant un fenotip no patologic.
Puntuaci6 1: el ratoli presenta una pota parcialment retreta cap a I’abdomen, indicant I’inici del fenotip
patologic. Puntuacio 2 i 3: Les dos potes estan parcialment o completament retretes, respectivament,
indicant una patologia severa. B) Mesura del reflex d’agafada en el temps. Es representa la mitjana de la
puntuacio del reflex d’agafada dels grups WT + rAAV9-Null (blanc), Tg + rAAV9-Null (negre) i Tg +
rAAV9-FXN (blau) des dels 2 fins als 14 mesos d’edat. Es van avaluar un total de 12 ratolins per grup (6
femelles i 6 mascles). La fletxa blava indica ’edat d’administracio dels rAAV9. Les linies indiquen la
tendéncia lineal de la puntuacié del reflex d’agafada de cada grup en el temps. Les barres d’error
representen el SEM. *P<0,05, WT + rAAV9-Null comparat amb Tg + rAAV9-Null; **P<0,01, WT +
rAAV9-Null comparat Tg + rAAV9-Null; #P<0,05, Tg + rAAV9-FXN comparat Tg + rAAV9-Null;
##P<0,01, Tg + rAAV9-FXN comparat amb Tg + rAAV9-Null.

Inicialment als 2 mesos d’edat, previ a I’administraci6 dels vectors rAAVO tots els ratolins dels

diferents grups van demostrar tenir un reflex d’agafada normal, amb una puntuaci6 proxima a 0.

Els ratolins control WT + rAAV9-Null van presentar un reflex d’agafada normal al llarg del
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temps, amb valors de practicament de 0, excepte als 14 mesos d’edat on van tenir un lleuger
increment a uns valors de 0,4, degut principalment a I’edat del ratoli, similar al que va succeir en
la prova del rotarod accelerat. El ratolins Tg + rAAV9-Null va ser el grup amb la puntuacié més
elevada, amb valors entre 1,2 i 1,7 des dels 4 fins als 14 mesos d’edat, sent més elevats
significativament que el grup control WT + rAAV9-Null en totes les edats analitzades. Per tant,
els ratolins transgenics hemizigots YG8R van mostrar una alteracié en el tracte motor
corticoespinal del sistema nervids que apareix aproximadament als 4 mesos d’edat. Els ratolins
Tg + rAAV9-FXN van demostrar una puntuacié mantinguda entre 0,4 i 0,8 al llarg del temps,
més elevada que els ratolins WT + rAAV9-Null, pero inferior de manera significativa a la
puntuacio dels ratolins Tg + rAAV9-Null als 4, 8, 10, 12 i 14 mesos d’edat (Taula 19). Per tant,
I’administraci6 intratecal del vector viral rAAV9-FXN en els ratolins transgenics hemizigots
YG8R a les 10 setmanes va prevenir en gran mesura 1’alteracio del reflex d’agafada suggerint que

s’evita la neurodegeneraci6 del tracte motor superior i inferior del sistema nervios (Figura 45B).

Edat WT + rAAV9-Null comparat  Tg + rAAV9-FXN comparat

(Mesos) amb Tg + rAAV9-Null amb Tg + rAAV9-Null
2 [F(233=0,588, P=0,531] [F33=0,588, P=0,832]
4 [Fe33=16,269, P=0,000] [Fe33 = 16,269, P=0,026]
6 [F33 =6,498, P=0,014] [F2.33=6,498, P=0,278]
8 [F33=13,781, P=0,001] [Fes3=13,781, P=0,031]
10 [F33 =26,278, P=0,000] [F(233 = 26,278, P =0,000]
12 [F 2.3 = 18,090, P = 0,000] [F 2.3 = 18,090, P = 0,022]
14 [Fea = 4,709, P =0,029] [Fea = 4,709, P =0,029]

Taula 19. Resultats estadistics de I’avaluacio del reflex d’agafada en els ratolins al llarg del temps.

1.4. Avaluacié de la marxa mitjancant 1’analisi de la petjada.

Els pacients amb ataxia de Friedreich presenten com a caracteristica clinica la inestabilitat de la
marxa (ataxia) degut a 1’afectacio propioceptiva causada per la degeneracid dels nervis periférics
sensitius i els DRG. Per tal d’avaluar la marxa en els ratolins es va mesurar la distancia dels passos
i la posicio de les potes a través de 1’analisi de la petjada (Footprint analysis). Les potes dels
ratolins es van pintar amb pintura colorant no toxica, blava per les potes anteriors i vermella per
les posteriors, i es van fer passar a través d’un tinel fosc amb paper blanc per enregistrar les
petjades. Es va mesurar especificament la mitjana de la llargada de cada passa, I’amplitud base
entre les potes, la distancia de solapament entre les potes posteriors i anteriors, i la distancia

diagonal de les potes posteriors (Figura 46A).
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Figura 46. Avaluaci6 de la marxa dels ratolins mitjancant I’analisi de la petjada. A) Representacio de
les petjades registrades d’un ratoli de cada grup WT + rAAV9-Null, Tg + rAAVI-Null i Tg + rAAV9-
FXN. Les potes posteriors estan pintades en vermell i les anteriors en blau. Es mostra la mesura de la
llargada de les passes posteriors i anteriors (linia solida), I’amplada de les passes posteriors i anteriors (linia
amb guions), la distancia en diagonal de les potes posteriors (linia puntuada), i el solapament entre les potes
posteriors i anteriors (clau). B) Mesura de la mitjana de la llargada de les passes posteriors i anteriors
separadament. C) Mesura de la mitjana de ’amplada de les passes posteriors i anteriors separadament. D)
Mesura de la distancia de solapament entre les potes posteriors i anteriors. E) Mesura de la distancia
diagonal entre les potes posteriors. Es van analitzar 10 ratolins per grup (5 femelles i 5 mascles) als 12
mesos d’edat. Les barres d’error representen el SEM. *P<0,05, WT + rAAV9-Null comparat amb Tg +
rAAV9-Null; ##P<0,01, Tg + rAAV9-FXN comparat amb Tg + rAAV9-Null.

Els resultats van demostrar que els ratolins transgenics hemizigots YG8R administrats amb el
vector viral rAAV9-Null (Tg + rAAV9-Null) als 12 mesos d’edat tenen una alteracio de la marxa
determinada per un increment de la distancia de solapament en cada passa entre les potes anteriors
i posteriors tant dreta com esquerra quan es va comparar amb el ratoli control WT administrat
amb el vector viral rAAV9-Null (WT + rAAV9-Null) (Figura 46D). Concretament, la distancia
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de solapament va incrementar significativament, amb uns valors de 0,95 cm en els ratolins Tg +
rAAV9-Null, respecte els 0,74 cm de mitjana dels ratolins control WT + rAAV9-Null, indicant
una afectacid propioceptiva i en consequéncia motora dels ratolins Tg + rAAV9-Null
[Fe2n=9,368, P=0,018]. Els ratolins transgenics hemizigots YG8R administrats amb el vector
viral rAAV9-FXN (Tg + rAAV9-FXN) van mantenir la distancia de solapament similar als valors
dels ratolins control WT, inclds lleugerament per sota amb 0,65 cm de mitjana, sent inferiors
significativament als valors de solapament dels ratolins Tg + rAAV9-Null
[Fe2n=9,368, P=0,001] (Figura 46D). Per tant, I’administraci6 intratecal del vector viral
rAAV9-FXN en els ratolins transgenics hemizigots YG8R va prevenir 1’afectacio de la marxa

caracteritzada per 1’alteracié del solapament almenys fins als 12 mesos d’edat.

En les altres mesures realitzades els ratolins Tg + rAAV9-Null no van mostrar diferéncies
significatives respecte els ratolins control WT + rAAV9-Null. Tot i que, en la mesura de la
llargada de la passa i la distancia en diagonal, es va veure un lleuger increment respecte el grup
WT + rAAV9-Null (Figura 46B-E). De la mateixa manera, es va observar una reduccié no
significativa de I’amplada de les potes anteriors (Figura 46C). Els ratolins YG8R amb el
tractament rAAV9-FXN van mostrar una tendéncia semblant amb els ratolins WT + rAAV9-Null
en la mesura de la llargada de la passa en ambdds potes posteriors i anteriors, I’amplada de la
passa de les potes anteriors i la distancia diagonal entre les potes posteriors, evidenciant en aquest

cas, un lleuger efecte del tractament.

1.5. Quantificacié de I’index fenotipic.

En els pacients amb ataxia de Friedreich es quantifica la progressié i severitat de la malaltia
mitjancant la mesura d’una série de parametres relacionats amb 1’estat fisic i aspectes motors com
I’ataxia de la postura, de la marxa i de les extremitats, entre altres. Aquests parametres es troben
estandarditzats i definits en escales d’avaluacio especifiques per la malaltia com son la ICARS,
FARS, SARA. A més aquestes escales s’utilitzen per avaluar I’efecte de tractaments en assajos

clinics amb pacients.

D’una manera similar, en aquest estudi es va definir un index fenotipic per avaluar la severitat
patologica dels ratolins YG8R i [D’eficacia del tractament amb el vector rAAV9-FXN.
Concretament, es va calcular per determinar 1’estat del fenotip motor i sensitiu de cadascun dels
ratolins analitzats individualment tenint en compte els resultats obtinguts en els 4 tests de
comportament de manera conjunta al llarg del temps. Els tests que es van tenir en compte per al
calcul de I’index fenotipic van ser la neuroelectrofisiologia sensitiva, el rotarod accelerat, el reflex
d’agafada i I’analisi de la marxa. Per calcular I’index fenotipic es va normalitzar cadascun dels

valors individuals obtinguts de cada ratoli respecte el valor de I’individu més sa, en cada mesura
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i per cadascun dels tests avaluats, assignant la puntuacio 1 al valor de referéncia de I’individu més
sa. Posteriorment, es va fer la mitjana del valor obtingut en cada individu per cadascun dels 4
tests, atribuint un pes equitatiu d’un 25% per cada test en el calcul final.
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Figura 47. Mesura de I’index fenotipic al llarg del temps. Calcul de I’estat fenotipic motor i sensitiu de
cadascun dels ratolins WT + rAAV9-Null (blanc) n=9, Tg + rAAV9-Null (negre) n=8 i Tg + rAAV9-FXN
(blau) n=10, en base als resultats obtinguts en els tests de neurocomportament del rotarod accelerat, el reflex
clasping, I’analisi de la marxa i la neuroelectrofisiologia. L’index fenotipic es defineix en una escala de
valors entre 0 i 1, on O representa el fenotip més patologic i 1 el fenotip més sa. Cada cercle indica el valor
fenotipic d’un ratoli. Les barres d’error representen el SEM. **P<0,01, WT + rAAV9-Null comparat amb
Tg + rAAVI-Null; #P<0,05, Tg + rAAV9-FXN comparat Tg + rAAV9-Null.

Es van representar cadascun dels ratolins dels grups WT + rAAV9-Null, Tg + rAAV9-Null i Tg
+ rAAV9-FXN de manera individual per observar la distribucid, i conjuntament per analitzar la
mitjana dels valors de cada grup (Figura 47). Els ratolins WT + rAAV9-Null van presentar I’index
més elevat amb 0,68, i per tant, un fenotip sensoriomotor més sa. Els ratolins Tg + rAAV9-Null
van mostrar un index fenotipic molt inferior, de 0,52, tenint una afectacié sensoriomotora
estadisticament  significativa respecte els ratolins control WT + rAAV9-Null
[Fe22y=8,091, P=0,003]. En canvi, els ratolins Tg + rAAV9-FXN van esdevenir en uns valors
similars als del ratoli control WT + rAAV9-Null, de 0,65, significativament diferents als ratolins
Tg + rAAVO-Null [Fe24=8,091, P=0,01], la qual cosa va confirmar que 1’administracio
intratecal del vector viral rAAV9-FXN en els ratolins transgénics hemizigots YG8R preveé

I’afectacio fenotipica motor i sensitiva propia de 1’ataxia de Friedreich.
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1.6. Monitoritzacio del pes.

En la caracteritzacid dels ratolins YG8R transgénics hemizigots realitzada pel Dr. Mark Pook, es
va descriure un increment de pes respecte els ratolins control WT al Ilarg del temps (192). Per
tant, es va monitoritzar el pes dels ratolins cada mes, des dels 2 mesos d’edat, previ a
I’administracié dels vectors rAAVY, fins als 14 mesos d’edat. Posteriorment es va calcular i
representar la mitjana de cada grup de ratolins analitzant els mascles i les femelles per separat

degut a les diferéncies de mida i pes que presenten de per se (Figura 48).
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Figura 48. Monitoritzaci6 del pes. Representacio de la mitjana del pes dels ratolins femelles i mascles
dels grups WT + rAAV9-Null, Tg + rAAVI-Null i Tg + rAAV9-FXN des dels 2 fins als 14 mesos d’edat.
La fletxa blava indica I’edat de 1’administracio dels vectors rAAV9. Les barres d’error representen el SEM.
*P<0,05, WT + rAAV9-Null comparat amb Tg + rAAV9-Null; **P<0,01, WT + rAAV9-Null comparat
Tg + rAAV9-Null; #P<0,05, Tg + rAAV9-FXN comparat Tg + rAAV9-Null; ##P<0,01, Tg + rAAV9-
FXN comparat amb Tg + rAAV9-Null.

Els ratolins Tg + rAAV9-Null tant mascles com femelles van mostrar un increment de pes en
comparacio amb els ratolins control WT + rAAV9-Null. Aquesta diferéncia de pes va ser
estadisticament significativa des de la primera mesura als dos mesos d’edat i es va mantenir
almenys fins als 14 mesos. Els ratolins Tg + rAAV9-FXN en general no van mostrar una reduccid
en el pes al llarg del temps, tenint valors similars als ratolins Tg + rAAV9-Null i per tant, un pes
més elevat que els ratolins control WT + rAAV9-Null. Tot i aix0, els ratolins mascles Tg +
rAAV9-FXN inicialment, des dels 2 fins als 6 mesos d’edat, van presentar uns valors de pes
inferiors als ratolins Tg + rAAV9-Null. Les femelles Tg + rAAV9-FXN es van mantenir sempre
fins almenys els 14 mesos amb un pes per sota de les femelles Tg + rAAV9-Null. Malgrat aquesta
tendéncia en la prevencio de I’increment de pes en els ratolins transgénics degut al possible efecte
de I’administracio del vector rAAV9-FXN, la diferéncia entre aquests dos grups no va ser

estadisticament significativa.
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2. Avaluacio de la neuropatologia i cardiomiopatia dels ratolins YG8R

administrats intratecalment amb el vector rAAV9-FXN.

Per tal d’avaluar I’efecte del tractament en la neuropatologia i cardiomiopatia dels ratolins
transgénics hemizigots YG8R administrats intratecalment amb el vector rAAV9-FXN es va
analitzar la morfologia, estructura i densitat de les cél-lules i els teixits que es coneix que

degeneren en 1’ataxia de Friedreich causant els signes principals de la malaltia.

Aquesta avaluaci6 es va realitzar concretament a partir de tincions, amb diferents tecniques
histologiques, de seccions dels ganglis de 1’arrel dorsal, la medul-la espinal, el cerebel, les arrels
dorsals i el cor, extrets de ratolins amb 14 mesos d’edat. Es van comparar les seccions tenyides
dels diversos teixits dels ratolins YG8R administrats amb el vector rAAV9-FXN (Tg + rAAV9-
FXN), amb les dels ratolins YG8R administrats amb el vector rAAV9-Null (Tg + rAAV9-Null) i
ratolins control WT administrats amb el vector rAAV9-Null (WT + rAAV9-Null). Es va realitzar
a aquesta edat perque per una banda, 1’ataxia de Friedreich és una malaltia d’evolucio progressiva,
i per altra, perqué en estudis previs amb aquest model de ratoli YG8R, tot i que s’havia evidenciat
afectacio a nivell cel-lular a partir d’entre els 9-12 mesos d’edat, determinades caracteristiques
patologiques s’havien vist poc severes o inclis inexistents (192,287-289). De manera que la
determinacio patologica a una edat encara més tardana, com sén els 14 mesos d’edat, podia
permetre identificar una major afectacié en els ratolins YG8R, i alhora avaluar millor I’efecte del

tractament de terapia génica.

2.1. Analisi de les neurones dels ganglis de 1’arrel dorsal.

Les neurones sensitives dels ganglis de ’arrel dorsal (DRG) son les que primer degeneren en
I’ataxia de Friedreich, causant el signe principal de la malaltia que és la polineuropatia sensitiva
i ’ataxia. Per aquest motiu, es va analitzar la estructura i morfologia dels DRG lumbars (DRG-
L) i toracics (DRG-T) de ratolins WT + rAAV9-Null, Tg + rAAVI-Null i Tg + rAAV9-FXN de

14 mesos d’edat a partir de seccions tenyides amb hematoxilina-eosina.

Les imatges de les tincions obtingudes per microscopia van mostrar qualitativament una
desorganitzacio en els DRG tant lumbars com toracics dels ratolins Tg + rAAV9-Null. Les
neurones grans sensitives dels DRG van evidenciar una pérdua de la morfologia i un espai
interneuronal buit més gran que en els DRG dels ratolins control WT + rAAV9-Null als 14 mesos
d’edat, fet que va suggerir la reduccié de la mida de les neurones. Els ratolins Tg + rAAV9-FXN
van mostrar una millor organitzacié neuronal en el gangli comparat amb el ratolins Tg + rAAV9-
Null (Figura 49A). Malgrat aixo, la quantificacié de I’area de les neurones grans sensitives dels

DRG-L i DRG-T no va evidenciar diferencies entre els 3 grups de ratolins (Figura 49B). De la
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mateixa manera, la mesura de la densitat neuronal, definida per la quantitat de neurones per area
del DRG, es va mantenir invariable en els DRG-L i DRG-T de tots els ratolins (Figura 49C).
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Figura 49. Analisi estructural i morfologic dels DRG dels ratolins YG8R administrats amb el vector
rAAV9-FXN. A) Imatges de seccions de DRG lumbars (DRG-L) i toracics (DRG-T) de ratolins WT +
rAAV9-Null, Tg + rAAV9-Null, Tg + rAAV9-FXN de 14 mesos d’edat, tenyides amb hematoxilina-eosina.
La barra d’escala indica 50 pm. B) Quantificacié de I’area de neurones grans sensitives dels DRG. C)
Mesura de la densitat neuronal en el DRG. D) Percentatge de neurones amb nuclis picnotics. E) Percentatge
de neurones amb vacuolitzacié. Es va analitzar 4 ratolins per grup (2 femelles i 2 mascles). Les barres
d’error representen el SEM. *P<0,05, WT + rAAV9-Null comparat amb Tg + rAAV9-Null; **P<0,01, WT
+ rAAV9-Null comparat amb Tg + rAAV9-Null; #P<0,05, Tg + rAAVI-FXN comparat Tg + rAAV9-Null.
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En la quantificacio del percentatge de neurones amb nuclis picnotics, que sén neurones amb una
condensacio irreversible de la cromatina en el nucli, i el percentatge de neurones amb preséncia
de vacuoles, els ratolins Tg + rAAV9-Null van mostrar un increment d’ambdods caracteristiques
respecte els ratolins control WT + rAAV9-Null, tant en els DRG-L com DRG-T (Figura 49D-
E). Concretament, el percentatge de neurones amb nuclis picnotics dels ratolins Tg + rAAV9-
Null en els DRG-L va ser del 20,05%, clarament més elevat, tot i que no significativament, al
percentatge de neurones amb nuclis picnotics dels ratolins WT + rAAV9-Null, que va ser de
9,31% [Fus5=3,053, P=0,141]. En els DRG-T es va observar el mateix increment, aquest cop
estadisticament significatiu, amb un percentatge de neurones amb nuclis picnatics del 41,76% en
els ratolins Tg + rAAV9-Null respecte del 7,25% que van mostrar els WT + rAAV9-Null
[Fa3=13,749, P=0,034] (Figura 49D). Pel que fa al percentatge de neurones amb vacuoles en
els DRG-L i DRG-T, els ratolins Tg + rAAV9-Null van mostrar uns percentatges de 6,69% i un
8,71%, respectivament, sent significativament més elevats, en ambdos casos, que els dels ratolins
WT + rAAV9-Null, que mostraven un 3,59% i 2,92%, respectivament [F5= 10,94, P=0,021]
[Fe3=7,389, P=0,008] (Figura 49E). Els ratolins Tg + rAAV9-FXN van mostrar uns
percentatges de neurones amb nuclis picnotics i vacuoles similars als dels ratolins WT + rAAV9-
Null i més baixos significativament que els ratolins Tg + rAAV9-Null, tant en els DRG-L com
en DRG-T. En aquests ratolins Tg + rAAV9-FXN, Gnicament el 5,98% de les neurones dels DRG-
L [Fae=7,625,P=0,033], i el 9,25% dels DRG-T van mostrar nuclis picnotics
[Fe3=0,126, P=0,043]. Mentre que tan sols el 3,09% [Fus=6,711,P=0,041] i 2,94%
[F3=7,389, P=0,041] de les neurones grans sensitives van mostrar vacuolitzacio en els DRG-

L i DRG-T, respectivament.

Per tant, la neurodegeneraci6 dels DRG en els ratolins YG8R es va caracteritzar per 1’increment
de neurones amb picnosis i vacuolitzacio, ambdos indicadors de I’inici de necrosi o apoptosi
cel-lular. En canvi, no es va mostrar reduccié ni en el namero ni en la mida de les neurones grans
sensitives dels DRG en els ratolins YG8R respecte els ratolins WT, tot i veure’s una
desorganitzacié neuronal de manera qualitativa en les imatges de les tincions obtingudes per
microscopia. El tractament amb rAAV9-FXN administrat intratecalment va demostrar ser eficient
per prevenir aquesta neurodegeneracio cel-lular en els DRG lumbars i toracics dels ratolins YG8R

almenys fins als 14 mesos d’edat.
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2.2. Analisi de les neurones del nucli dorsal de la columna posterior de la medul-la

espinal.

La neurodegeneracié dels DRG en els pacients amb ataxia de Friedreich precedeix a la
neurodegeneracié del nucli dorsal de la columna posterior de la medul-la espinal, també
anomenada columna de Clarke. Aquesta neurodegeneracid es caracteritza per la pérdua de les
neurones grans sensitives d’aquesta regi6 de la medul-la espinal, les quals reben els axons dels

DRG i envien la informacié sensitiva i propioceptiva inconscient al cerebel.

Per tal d’analitzar aquesta zona de la medul-la espinal, es van realitzar tincions Nissl en seccions
coronals de la medul-la espinal lumbar a I’alcada de la vertebra L2 de ratolins WT + rAAV9-
Null, Tg+ rAAV9-Null i Tg + rAAV9-FXN als 14 mesos d’edat. La tincié Nissl va permetre
tenyir les neurones obtenint com a resultat una tincié purpura pel citoplasma gracies al marcatge
dels cossos de Nissl, que sén acumulacions de reticle endoplasmatic rugds, i una tincio violeta
pel nucli de les neurones. En les imatges obtingudes per microscopia es va delimitar la zona
corresponent al nucli dorsal de la columna posterior de la medul-la espinal amb un cercle de linia

discontinua amb les mateixes dimensions per cadascuna de les seccions (Figura 50A).
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Figura 50. Analisi de la neuropatologia en la medul-la espinal dels ratolins YG8R tractats amb
rAAV9-FXN. A) Imatges de seccions coronals de medul-la espinal lumbar de ratolins WT + rAAV9-Null,
Tg + rAAV9-Null, Tg + rAAV9-FXN de 14 mesos d’edat tenyides amb tincio Nissl. Les imatges del panel
superior mostren la medul-la espinal completa. Les imatges del panel inferior mostren ’ampliaci6 de la
zona central, incloent el conducte central com a referéncia. El cercle de linia discontinua marca la regié del
nucli dorsal de la columna posterior. La barra d’escala indica 200 um. B) Quantificacié del nimero de
neurones grans (> 20 um de diametre) del nucli dorsal de la columna posterior. C) Quantificacio del nimero
total de neurones del nucli dorsal de la columna posterior. Es va analitzar 2 ratolins de cada grup (1 femella
i 1 mascle). Les barres d’error representen el SEM. *P<0,05, WT + rAAV9-Null comparat amb Tg +
rAAV9-Null.

La quantificacio del nimero de neurones grans, amb més de 20 um de diametre, i el nimero total
de neurones en el nucli dorsal de la columna posterior, va demostrar una reducci6 tant en el
nimero de neurones grans com totals en els ratolins Tg + rAAV9-Null en comparacié amb el
ratolins WT + rAAV9-Null, essent estadisticament significatiu en el nimero de neurones grans
[Fe3=5,56, P=0,004]. Els ratolins Tg + rAAV9-FXN van mostrar una mitjana en el niamero de
neurones grans i total més elevada que els ratolins Tg+ rAAV9-Null, incls lleugerament per
sobre dels ratolins WT + rAAV9-Null, perd en canvi, no va ser estadisticament significativa
deguda a la variabilitat mostrada entre ratolins del mateix grup [Fe.s =5,56, P=0,066]
[Fe3=1,69, P=0,3] (Figura 50B-C).

Per tant, es va demostrar que els ratolins transgénics hemizigots YG8R tenien una
neurodegeneracié del nucli dorsal de la columna posterior de la medul-la espinal, caracteritzada
per una disminucid en la densitat neuronal, sobretot de neurones grans; i que 1’administracio
intratecal del vector viral rAAV9-FXN a les 10 setmanes d’edat prevé aquesta neurodegeneracio

en els ratolins YG8R fins als 14 mesos d’edat.

2.3. Analisi de les neurones grans del nucli dentat del cerebel.

En estadis més avancats de la malaltia sol apareixer en els pacients amb ataxia de Friedreich
neurodegeneracié en el cerebel. Aquesta neurodegeneracié es veu de manera més severa en la

zona del nucli dentat, caracteritzada per una pérdua de les neurones grans glutamatergiques.

Per avaluar I’afectacio cerebel-losa en els ratolins WT + rAAV9-Null, Tg + rAAV9-Null i Tg +
rAAV9-FXN, es van tenyir seccions sagitals del cerebel amb tincié Nissl. Aquesta tinci6 va
permetre realitzar un analisis qualitatiu de I’estructura del nucli dentat i la morfologia de les
neurones del cerebel. Les imatges obtingudes per microscopia van mostrar una pérdua de tincid i
un lleuger increment de la mida de les neurones grans en el nucli dentat cerebel-16s dels ratolins
Tg + rAAV9-Null als 14 mesos d’edat comparat amb els ratolins WT + rAAV9-Null. La pérdua
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de tincié podria deures a la disgregacio dels cossos de Nissl, anomenada cromatolisis, que
juntament amb el lleuger increment de la mida de les neurones grans del cerebel dels ratolins Tg
+ rAAVI-Null, sén indicatives de I’inici de neurodegeneracié i mort cel-lular per apoptosi.
D’altra banda, el nucli dentat dels ratolins Tg + rAAV9-FXN van mostrar un ndmero, tincio i
mida semblant de les neurones grans semblant a la que tenien els ratolins control WT + rAAV9-
Null, i per tant diferent als ratolins Tg + rAAV9-Null (Figura 51).

WT + rAAV9-Null Tg + rAAV9-Null _ Tg + rAAV9-FXN

Figura 51. Avaluacié de la neuropatologia en el nucli dentat cerebel-16s dels ratolins YG8R
administrats amb rAAV9-FXN. Imatges de seccions sagitals del nucli dentat del cerebel de ratolins WT
+ rAAVI9-Null, Tg + rAAV9-Null, Tg + rAAV9-FXN de 14 mesos d’edat tenyides amb tincié Nissl. La

barra d’escala indica 100 um. Es va analitzar 2 ratolins de cada grup (1 femella i 1 mascle).

2.4. Analisi ultraestructural de les arrels dorsals de ratolins YG8R administrats

intratecalment amb el vector rAAV9-FXN.

Els pacients amb FRDA mostren neurodegeneraci6 en els nervis periférics caracteritzada per la
peérdua d’axons, la reducci6 en la mida d’aquests, i la desmielinitzacio per la pérdua de cél-lules
de Schwann. Per aquest motiu, es va avaluar la morfologia i ultraestructura de seccions ultrafines
coronals d’arrels dorsals dels DRG lumbars de ratolins WT + rAAV9-Null, Tg + rAAV9-Null i
Tg + rAAVI-FXN de 14 mesos d’edat per microscopia electronica de transmissio (TEM).

Amb les imatges obtingudes es va quantificar la mida mitjana dels axons, mesurant 1’area
d’aquests, i I’area ocupada per la mielina. El ratoli Tg + rAAV9-Null va mostrar una disminucio
significativa de la mida dels axons i de la quantitat de mielina que els envoltava en comparacid
amb el ratoli control WT + rAAV9-Null [Fp3=8,274, P=0,047] [Fes3=7,038, P=0,034].
Concretament, la mesura de ’area dels axons mostrada pel ratoli Tg + rAAV9-Null va ser de
22,45 um?, mentre que en el ratoli WT + rAAV9-Null va ser de 32,47 pm?. De la mateixa manera,
la quantificacio de I’area que ocupava la mielina va ser de 13,09 um? pel ratoli Tg + rAAV9-Null
i 19,05 pm? pel ratoli WT + rAAV9-Null. En canvi, els ratolins Tg + rAAV9-FXN van mostrar

una mida dels axons i area de mielina igual que els ratolins control WT + rAAV9-Null i diferent
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estadisticament a la dels ratolins Tg + rAAV9-Null, amb valors de 32,57 um2 i 19,14 um?,
respectivament [F3 = 13,075, P=0,031] [F3=9,876, P=0,017] (Figura 52B-C).
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Figura 52. Analisi ultraestructural de les arres dorsals dels DRG de ratolins YG8R administrats amb
rAAV9-FXN. A) Imatges adquirides per microscopia electronica de transmissié (TEM) de talls coronals
ultrafins de les arrels dorsals dels DRG d’un ratoli WT + rAAV9-Null, Tg + rAAV9-Null, Tg + rAAV9-
FXN als 14 mesos d’edat. La barra d’escala en blanc indica 10 pm en les imatges de 1’esquerra, i 100 um
en les imatges de la dreta. Les fletxes en blanc marquen mitocondries amb una morfologia normal. Les
fletxes en negre indiquen mitocondries amb una morfologia anormal. Imatges amplificades de mitocondries
representatives de cada ratoli es mostren en un requadre dins les imatges del panell dret. B) Quantificacié
de la mida mitjana dels axons. C) Quantificacio de I’area que ocupa la mielina en els axons. Les barres
d’error representen el SEM. *P<0,05, WT + rAAV9-Null comparat amb Tg + rAAV9-Null; #P<0,05, Tg
+ rAAV9-FXN comparat Tg + rAAV9-Null.

Altrament, es van identificar mitocondries amb una morfologia anormal en els axons de les arrels
dorsals dels ratolins Tg+ rAAV9-Null, caracteritzada per un engrandiment de la mida, i mostrant
una matriu mitocondrial buida, amb les crestes disgregades i acumulades en els pols de la
mitocondria. Aquestes caracteristiques morfologiques no es va identificar en les mitocondries
dels ratolins control WT + rAAV9-Null i Tg + rAAV9-FXN (Figura 52A).

Per tant, ’administracid intratecal del vector rAAV9-FXN ens ratolins YG8R a les 10 setmanes

d’edat prevé la neurodegeneracié dels axons de les arrels dorsals dels DRG lumbars, evitant la
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reduccio de la mida dels axons, la perdua de mielina i ’aparicié de mitocondries morfologicament

anormals almenys fins als 14 mesos d’edat dels ratolins.

2.5. Avaluacio de la cardiomiopatia dels ratolins YG8R administrats intratecalment
amb el vector rAAV9-FXN.

La cardiomiopatia esta present en un alt percentatge dels pacients amb FRDA, provocant arritmies
i fallades cardiaques, essent una dels principals causes de mort. Es caracteritza per una hipertrofia
del ventricle esquerra del cor, en la qual inicialment s’engrosseixen les parets degut a la hipertrofia
dels cardiomiocits, i posteriorment a mesura que avanca la malaltia, s’incrementa el volum del

ventricle i apareix la fibrosi i mort dels cardiomiocits, impedint el correcte bombeig de sang.

Per tal d’avaluar la cardiomiopatia, seccions coronals del cor de ratolins WT + rAAV9-Null, Tg
+ rAAVI9-Null i Tg + rAAV9-FXN de 14 mesos d’edat es van tenyir amb tincié hematoxilina-
eosina. A partir de les imatges obtingudes per microscopia d’aquesta seccions coronals tenyides,
es van identificar en el cor de tots els ratolins, la paret del ventricle esquerra i del septe
interventricular, que correspon a la paret que separa el ventricle esquerra i dret, i part del mascul

papil-lar (Figura 53A).
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Figura 53. Avaluaci6 estructural del ventricle esquerra del cor dels ratolins YG8R administrats amb
el vector rAAV9-FXN. A) Imatges de tincions hematoxilina-eosina del ventricle esquerra del cor de
ratolins WT + rAAV9-Null, Tg + rAAV9-Null i Tg + rAAV9-FXN als 14 mesos d’edat. S’indica les parets
del ventricle esquerra i el septe interventricular. Les imatges inferiors mostren la paret del ventricle esquerra
ampliada. La barra d’escala indica 1 mm. B) Quantificaci6 del gruix de la paret del ventricle esquerra. C)
Quantificaci6 del gruix del septe interventricular. Es van analitzar 4 ratolins de cada grup (2 femelles i 2
mascles). Les barres d’error representen el SEM. *P<0,05, WT + rAAV9-Null comparat amb Tg + rAAV9-
Null; #P<0,05, Tg + rAAV9-FXN comparat Tg + rAAV9-Null.

La mesura del gruix de la paret del ventricle esquerra i del septe interventricular va mostrar que
els ratolins Tg+ rAAV9-Null tenien un increment significatiu en el gruix de la paret del ventricle
esquerra, amb un valor mitja de 1,738 mm respecte el dels ratolins control WT + rAAV9-Null
amb 1,233 mm [F9 = 6,678, P=0,019]. Els ratolins Tg + rAAV9-FXN amb 1,314 mm no van
mostrar aquest increment, mantenint-se similar al gruix dels ratolins WT + rAAV9-Null, i
significativament diferents als ratolins Tg+ rAAV9-Null [F9 = 6,678, P =0,045] (Figura 53B).
En canvi, la mesura del gruix del septe interventricular del cor no va mostrar canvis significatius
entre els diferents grups de ratolins. Tot i aix0, els ratolins Tg+ rAAV9-Null van mostrar el valor
més elevat, que va ser de 1,486 mm, seguit pels WT + rAAV9-Null amb 1,398 mm, i finalment
els ratolins Tg + rAAV9-FXN amb 1,1 mm (Figura 53C).

Una altra caracteristica patologica del cor dels pacients amb ataxia de Friedreich és I’acumulacio
de ferro en forma d’agregats en els cardiomiocits. Aquesta caracteristica també es va detectar en
el cor de ratolins transgénics YG22R amb més d’1 any d’edat mitjangant tincié Perls (192), i en
el model YGB8R, pero als 18 mesos d’edat (631).

Per avaluar I’acumulacio de diposits de ferro, les seccions coronals del cor de ratolins WT +
rAAVI-Null, Tg+ rAAV9-Null i Tg + rAAV9-FXN es van tenyir amb tincid Perls, que marca les
aglomeracions de ferro en color blau, i es van contratenyir amb roig neutral per poder observar el
citoplasma dels cardiomiocits. A partir d’imatges de microscopia obtingudes d’aquestes seccions
tenyides es va identificar I’acumulacié de diposits de ferro en la paret del ventricle esquerra dels
ratolins Tg+ rAAV9-Null. En canvi, no es va detectar la preséncia d’aquests agregats de ferro en
els ratolins control WT + rAAV9-Null. D’altra banda, la paret del ventricle esquerra dels ratolins
Tg + rAAV9-FXN en general no va mostrar diposits de ferro, o en una petita quantitat en alguna
de les seccions analitzades, perd significativament en menys quantitat que els ratolins Tg+
rAAV9-Null (Figura 54).
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WT + rAAV9-Null Tg + rAAV9-Null Tg + rAAV9-FXN

Figura 54. Avaluaci6 de ’acumulacié de diposits de ferro en el cor dels ratolins administrats amb el
vector rAAV9-FXN. Imatges de microscopia de seccions del cor tenyides amb tincid Perls de ratolins WT
+ rAAVI-Null, Tg + rAAVO-Null i Tg + rAAVI-FXN als 14 mesos d’edat. Es mostra augmentat la paret

del ventricle esquerra. Les barres d’escala indiquen 100 pm.

Per tant, I’administracié intratecal del vector rAAV9-FXN va evitar ’engronsament de la paret
del ventricle esquerra i va disminuir significativament 1’acumulacié de diposits de ferro del cor
dels ratolins YG8R, prevenint la cardiomiopatia almenys fins als 12 mesos després de

I’administracio.

3. Analisi de la funcié mitocondrial del ratolins YG8R administrats intratecalment
amb el vector rAAV9-FXN.

El déficit de frataxina causa en les cél-lules dels pacients amb FRDA una afectacié en la funcio
mitocondrial caracteritzada per la desregulacio del metabolisme del ferro, defectes en la produccid
energetica, estrés oxidatiu, i alteracio de I’homeostasi mitocondrial (63). Tenint en compte totes
aquestes caracteristiques es va dissenyar una séric d’assajos per tal d’avaluar I’efecte del
tractament amb el vector rAAV9-FXN administrat intratecalment en els ratolins YG8R
transgeénics hemizigots per prevenir i restaurar la disfuncié mitocondrial que podien manifestar
els ratolins YG8R amb ataxia de Friedreich. Concretament, es va analitzar D’activitat dels
complexos mitocondrials I i Il de la cadena respiratoria mitocondrial, la capacitat de sintesi
energética mitjangant la quantificacio d’ATP, i I’estrés oxidatiu a traves de la quantificacio de

biomarcadors especifics de peroxidacio lipidica i de resposta antioxidant.
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3.1. Analisi de I’activitat dels complexos de la cadena transportadora d’electrons de

la mitocondria.

L’activitat dels complexos de la cadena transportadora d’electrons (ETC) es troba alterada en els
pacients amb FRDA, ja que requereixen de centres Fe-S per poder desenvolupar la seva activitat,
i aquests son deficients a causa de la falta de frataxina, generant en conseqiiencia 1I’acumulacié de

ferro en I’interior de la mitocondria i I’alteraci6 de la seva homeostasi (16,153,207).

En els ratolins es va quantificar 1’activitat dels complexos I i II de la cadena transportadora
d’electrons a partir d’extracte de proteina de mitocondries aillades de DRG lumbars i medul-la
espinal lumbar de ratolins control WT + rAAV9-Null, ratolins YG8R transgénics hemizigots Tg
+ rAAVI-Null i Tg + rAAVI-FXN, i homozigots (Tg/Tg) als 14 mesos d’edat mitjangant assajos
enzimatics mesurats a través de lectures espectrofotometriques. Es van avaluar concretament els
DRG lumbars i la medul-la espinal perqué a nivell neuropatoldgic es van trobar afectats en els
ratolins YG8R Tg + rAAV9-Null quan es van comparar amb ratolins WT + rAAV9-Null (apartat
2.1 2.2 del capitol 1V de resultats), i perque sén els que mostren més afectacio en els pacients
amb ataxia de Friedreich. Per tant si hi ha alteracio de I’activitat dels complexos de I’ETC dels
ratolins YG8R es veuria de manera més evident en aquests teixits.
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Figura 55. Analisi de I’activitat dels complexos I i II de la cadena transportadora d’electrons de la
mitocondria de ratolins YG8R administrats amb el vector rAAV9-FXN. A) Mesura de ’activitat del
complex | mitocondrial. B) Mesura de I’activitat del complex II mitocondrial. ES va analitzar els DRG i
medul-la espinal lumbars de ratolins WT + rAAV9-Null, Tg + rAAVI-Null i Tg + rAAV9-FXN i Tg/Tg
de 14 mesos d’edat. L activitat es va mesurar espectrofotometria en nmol/min/mg. Es van utilitzar 8 ratolins
per cada grup, excepcio els ratolins Tg/Tg que van ser 6. Les barres d’error representen el SEM. *P<0,05,
WT + rAAV9-Null comparat amb Tg + rAAV9-Null; **P<0,01, WT + rAAV9-Null comparat amb Tg +
rAAV9-Null; ##P<0,01, Tg + rAAVI9-FXN comparat Tg + rAAV9-Null.

186



Capitol IV. Avaluaci6 de I’eficacia terapeutica del
tractament de terapia génica en els ratolins YG8R. RESULTATS

En la quantificaci6 de 1’activitat del complex I, els ratolins Tg + rAAV9-Null van mostrar una
reduccid significativa de I’activitat en els DRG en comparacié amb la resta de grups amb un valor
de 3,29 nmol/min/mg [F.2= 7,534, P=0,005]. Els ratolins Tg + rAAV9-FXN van presentar
una activitat de 3,83 nmol/min/mg, molt similar a la dels ratolins WT + rAAV9-Null amb 3,98
nmol/min/mg, sent estadisticament més elevada que els ratolins Tg + rAAV9-Null
[F28= 7,534, P=0,009]. Els ratolins control Tg/Tg, amb més expressio de frataxina van mostrar
una activitat encara més elevada, de 4,88 nmol/min/mg. Per tant, els nivells de frataxina van
correlacionar amb I’activitat del complex I en els DRG. D’altra banda, en la medul-la espinal no

es van identificar diferencies significatives entre cap dels grups de ratolins (Figura 55A).

En la quantificacio de I’activitat del complex II en els DRG lumbears, els ratolins Tg + rAAV9-
Null també van mostrar una reduccio significativa, amb un valor de 0,25 nmol/min/mg d’activitat
del complex Il, en comparacié amb els ratolins WT + rAAV9-Null amb 0,32 nmol/min/mg
[F28=3,347, P=0,039]. Els ratolins Tg + rAAV9-FXN van mostrar la mateixa tendéncia
observada en I’activitat del complex I, tenint nivells més elevats d’activitat que els ratolins Tg +
rAAVI-Null, amb 0,28 nmol/min/mg, perd en aquest cas, aquesta diferéncia no va ser
estadisticament significativa [F.26=3,347, P=0,405]. Els ratolins Tg/Tg van mostrar una
activitat més elevada, de 0,34 nmol/min/mg. En la medul-la espinal lumbar, I’activitat del
complex Il va seguir el mateix patré que en els DRG, sent més baixa en els ratolins Tg + rAAV9-
Null respecte els WT + rAAV9-Null i Tg + rAAV9-FXN i més alta en els ratolins Tg/Tg. Malgrat
aix0, no es van veure diferéncies significatives entre grups degut a la variabilitat observada
(Figura 55B).

Per tant, els ratolins YG8R hemizigots unicament van mostrar afectacié en 1’activitat dels
complexos | i Il de la ETC en els DRG, i el tractament amb rAAV9-FXN va demostrar millorar
significativament 1’activitat del complex | de la ETC, i va mostrar una tendéncia per mantenir

I’activitat del complex II, en els DRG dels ratolins YG8R hemizigots.

3.2. Avaluacio de la capacitat de sintesi energetica.

La cadena transportadora d’electrons de la mitocondria s’encarrega de bombejar protons en
I’espai intermembrana, creant un gradient amb la finalitat de que el complex V, ATP sintasa
produeixi energia en forma d’ATP. Aquest sistema és la principal font de sintesi energética en les
cel-lules, de manera que I’afectacio d’aquest podria causar conseqiiéncies greus en la mitocondria
i en les cél-lules amb alt requeriment energeétic, tal com s’ha descrit que succeeix en els pacients
amb ataxia de Friedreich (202,227). L’alteracié de I’activitat i els nivells de proteina dels
complexos de la cadena respiratoria provoca una deficiéncia en la sintesi d’energia en

determinants teixits, contribuint a la disfuncié mitocondrial.
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Donat que en els ratolins YG8R es va detectar una reduccioé en I’activitat dels complexos de la
cadena transportadora d’electrons de la mitocondria, principalment en els DRG lumbars, es van
determinar els nivells d’ATP totals, ja que de la mateixa manera que en alguns teixits dels pacients
amb FRDA, es podrien veure alterats en els ratolins YG8R hemizigots.

Els nivells d’ATP es van quantificar a partir d’extracte de total de proteina de DRG i medul-la
espinal lumbars de ratolins WT + rAAV9-Null, ratolins transgénics hemizigots Tg + rAAV9-Null
i Tg + rAAVI-FXN, i Tg/Tg homozigots de 14 mesos d’edat. L’ ATP es va determinar mitjangant
la quantificacié de la luminescéncia que resulta com a producte de la reaccio de la luciferasa i els
seus substrats, en la qual I’ATP n’és un dels substrats, actuant en aquest cas com a reactiu limitant,
de manera que, la quantitat de fotons emesos com a producte d’aquesta reacci6é luminescent va

ser proporcional a la quantitat d’ATP en els teixits analitzats.
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Figura 56. Determinacié dels nivells d’ATP de ratolins YG8R administrats amb rAAV9-FXN. Es va
analitzar els DRG i medul-la espinal lumbars de ratolins WT + rAAV9-Null, Tg + rAAVI9-Null i Tg +
rAAVI9-FXN i Tg/Tg de 14 mesos d’edat. Es va mesurar la concentracié d’ATP (nM) a través d’un assaig
de luminescencia. Es van utilitzar 8 ratolins per cada grup, excepcio els ratolins Tg/Tg que van ser 6. Les

barres d’error representen el SEM.

No es van veure diferencies significatives entre cap dels grups ni en els DRG ni en la medul-la
espinal. Els ratolins Tg + rAAV9-FXN que expressen frataxina recombinant en ambdos teixits,
van tenir nivells una mica més elevats d’ATP que els ratolins Tg + rAAV9-Null, de manera
semblant als ratolins Tg/Tg amb més expressio de frataxina. Malgrat aixo, el ratoli YG8R Tg +
rAAV9-Null no van mostrar afectacio patologica en els nivells d’ ATP almenys en els teixits DRG
i medul-la espinal lumbars quan es van comparar amb els ratolins WT + rAAV9-Null
[Fe21y=1,738, P =0,626] [Fe21=0,198, P=0,81], de manera que no es va poder determinar
I’efecte terapeutic del vector rAAVI-FXN administrat intratecalment en els ratolins YG8R
(Figura 56).
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3.3. Analisi de I’estres oxidatiu.

En I’ataxia de Friedreich s’ha vist que I’estrés oxidatiu ve determinat per una banda per
I’acumulacié de radicals lliures d’oxigen en I’interior cel-lular degut a una disminucié de les
defenses antioxidants (581), i d’altra banda, per la peroxidacié lipidica que causa I’oxidaci6 dels
acids grassos poliinsaturats dels lipids de les membranes i I’increment de proteines carbonilades
(63,582). Préviament, en aquesta tesi s’havia establert la quantificacio dels nivells del producte
aldehidic 4-hidroxinonenal (4-HNE), com a biomarcador de peroxidacio lipidica, i la proteina
superoxid dismutasa 1 (SOD1), com a biomarcador de defensa antioxidant en 1’ataxia de
Friedreich, ja que s’havien vist alterats significativament en cél-lules fibroblasts i medul-la espinal

lumbar de pacients afectes (apartat 3.1 del capitol | de resultats).

Per poder analitzar I’estrés oxidatiu en els ratolins, es van avaluar per western-blot els nivells de
4-HNE i Sod1 a partir d’extractes de proteina totals de DRG i medul-la espinal lumbars de ratolins
WT + rAAV9-Null, Tg + rAAV9-Null i Tg + rAAV9-FXN als 14 mesos d’edat (Figura 57A).
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Figura 57. Analisi de I’estreés oxidatiu en teixits de ratoli YG8R administrat amb rAAV9-FXN. A) Es
van analitzar els nivells de 4-HNE i Sodl en els DRG i la medul-la espinal lumbars de ratolins WT +
rAAVI-Null, Tg + rAAVI-Null i Tg + rAAV9-FXN de 14 mesos d’edat mitjancant western-blot. B)
Quantificacio dels nivells relatius d’expressio del producte 4-HNE (90 kDa) i la proteina Sod1 (19 kDa) en
els DRG i la medul-la espinal lumbars. EI Gapdh es va utilitzar com a control de carrega. Els valors

d’expressio de les proteines analitzades de cada ratoli es van normalitzar respecte la mitjana dels ratolins
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control WT + rAAV9-Null. Es van analitzar teixits de 8 ratolins de cada grup (4 femelles i 4 mascles). Les

barres d’error representen el SEM.

La quantificacio dels nivells de 4-HNE i de Sod1 no van mostrar-se diferents significativament
entre cap dels grups de ratolins analitzats ni en els DRG ni en la medul-la espinal lumbars als 14
mesos d’edat. En la medul-la espinal lumbar, els ratolins Tg + rAAV9-Null, van mostrar una
tendéncia incrementada en els nivells de 4-HNE respecte els ratolins WT + rAAV9-Null, que tot
1 tenir el mateix patr6 que la que s havia vist en la medul-la espinal i fibroblasts dels pacients amb
FRDA, no va ser significativa, degut a la variabilitat dels nivells entre ratolins dins del mateix
grup [Fe20=2,712, P=0,078]. Els ratolins Tg + rAAV9-FXN també van mostrar un increment
dels nivells de 4-HNE respecte els WT + rAAV9-Null, tot i que menys pronunciat que els ratolins
Tg + rAAV9-Null, suggerint una tendéncia terapéutica del tractament amb el vector rAAV9-FXN
per intentar disminuir aquests nivells elevats de 4-HNE (Figura 57B).

La quantificacid dels nivells relatius de Sod1 no van evidenciar canvis significatius en els ratolins
Tg + rAAV9-Null, tot i mostrar nivells més baixos de Sod1 respecte els ratolins WT + rAAV9-
Null tant en els DRG lumbars [F.21= 1,558, P=0,877], com en la medul-la espinal lumbars
[Fe21=1,045,P=0,817]. En canvi, els ratolins Tg + rAAV9-FXN van expressar nivells
superiors tant als ratolins Tg + rAAV9-Null com WT + rAAV9-Null, que tampoc van ser
estadisticament significatius, perd van suggerir que el tractament de terapia génica podria
incrementar els nivells de Sod1, augmentant la resposta antioxidant en aquests teixits, ja que es

va observar el mateix patr6 tant en els DRG com en la medul-la espinal lumbars (Figura 57B).

Els resultats obtinguts van indicar que els biomarcadors d’estrés oxidatiu 4-HNE i Sod1 avaluats
en els ratolins YG8R, no es veuen alterats a I’edat de 14 mesos d’edat. En els pacients amb FRDA,
I’estrés oxidatiu acostuma a aparéixer en estadis avancats de la malaltia i no tots els tipus cel-lulars
el manifesten de la mateixa manera (571). Per tant, donat que aquest model de ratoli YG8R té una
patologia més moderada i de progressié més lenta (192,289), sumat a la tendéncia patologica
observada en aquest estudi amb els biomarcadors 4-HNE i Sod1, suggereix la possibilitat de que
aquests mateixos biomarcadors d’estrés oxidatiu es vegin afectats a una edat més avancgada que
els 14 mesos d’edat. Aix0 genera la necessitat d’expandir aquest estudi per poder avaluar I’efecte
del tractament en aquest aspecte en els ratolins YG8R, aixi com identificar nous biomarcadors

d’estrés oxidatiu alterats en els ratolins YG8R.
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L’ataxia de Friedreich és una malaltia neurodegenerativa, hereditaria autosomica recessiva,
caracteritzada per la deficiencia de la proteina frataxina. La causa genetica més freqlient és una
expansio en homozigosi del triplet de repeticions GAA en I’intr6 1 del gen FXN. La deficiéncia
de frataxina provoca la pérdua de les fibres sensitives dels nervis periferics i la neurodegeneracid
dels DRG, les columnes posteriors de la medul-la espinal i el nucli dentat del cerebel. La malaltia
tipicament s’inicia durant la primera o la segona década d’edat, i es manifesta amb una ataxia
progressiva, pérdua sensorial, signes d’afectacid piramidal, disartria, debilitat muscular i
cardiomiopatia, entre altres. La progressié patologica del conjunt d’aquests simptomes,
especialment els neurologics, comprometen severament I’autonomia dels pacients, confinant-los

a estar en cadira de rodes.

Des de que es va descriure que I’ataxia de Friedreich era causada per una deficiéncia en els nivells
de la proteina frataxina el 1996 (15), s’han anat desenvolupant estudis per trobar un tractament
efectiu per curar, aturar o revertir la progressio dels simptomes fisiopatoldgics caracteristics de la
malaltia. Molts d’aquests tractaments es van focalitzar en augmentar els nivells de la proteina
frataxina, ja fos per exemple intentant incrementar I’expressio del gen FXN o utilitzant compostos
potenciadors o estabilitzadors de la frataxina (22). En canvi, altres tractaments es van centrar en
pal-liar les conseqiiéncies de la deficiéncia de frataxina com I'estrés oxidatiu, I'acumulacio6 de
ferro i la disfuncié mitocondrial (22). Malgrat aixo, a dia d’avui, cap d’ells ha resultat eficag per
curar la malaltia. Per aquesta rad, es fa necessari el desenvolupament de noves estratégies

terapeutiques per al tractament d’aquesta malaltia.

En els darrers anys, la terapia genica amb AAV s’ha postulat com una aproximacio terapéutica
efica¢ per algunes malalties neurodegeneratives, gracies a la capacitat d’aquests vectors per
proveir una expressio a llarg termini del gen terapéutic en molts tipus cel-lulars i especialment
neurones del sistema nervids sense mostrar patogenicitat i una baixa immunogenicitat, tal com
demostren els nombrosos assajos clinics que actualment s’estan desenvolupant (583). Diverses
proves de concepte han evidenciat el potencial terapeutic de la terapia génica amb AAV per a la
FRDA (283,367-369). No obstant, aquests estudis han utilitzat vies d’administracio dels AAV
ineficients per tractar la neurodegeneracid i han utilitzat promotors sintétics que proporcionen
nivells molt elevats de FXN, els quals s’han descrit recentment que causen toxicitat cel-lular
(550).

En aquesta tesi es va desenvolupar, implementar i avaluar una nova estratégia de terapia génica
basada en un vector viral adenoassociat, per tal d’incrementar els nivells de frataxina en les
cel-lules diana deficitaries de la proteina a uns nivells segurs, no toxics i potencialment
terapéutics, i aixi tractar a nivell preclinic, les caracteristiques patologiques de I’ataxia de

Friedreich en un model de ratoli amb la malaltia.
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Identificacio de nous llocs potencials de regulacio del gen FXN.

L’estudi de conservacio i caracteritzacio del gen FXN va permetre identificar noves regions
potencialment reguladores que es podrien utilitzar per regular ’expressié de frataxina de cara al
desenvolupament d’una terapia génica. Dins de la regié promotora de 5 kb i I’intr6 1 del gen FXN,
es van determinar zones altament conservades filogenéticament, en les quals es van identificar 20
llocs potencials d’uni6 de factors de transcripcid no descrits, que poden participar en la regulacié
del gen, a més dels 5 que ja s”havien descrit anteriorment en aquestes mateixes regions, i que han
demostrat la seva contribucio en I’expressio del gen (107,114,120-122). En la regi6é 3’UTR del
gen FXN, on ja s’han descrit uns 20 ARNmi que s’uneixen i que regulen els transcrits de FXN
(568,569,584,585), es van identificar 95 nous llocs d’unié potencials d’ARNmi, localitzats
majoritariament en els primers 400 pb, els quals estan altament conservats evolutivament en
comparacio amb la resta de seqiiéncia 3°’UTR, suggerint la importancia particularment d’aquesta

zona en la regulacio posttranscripcional del gen FXN.

Determinacid dels nivells de frataxina necessaris per obtenir un efecte terapéutic.

Per dissenyar un tractament de terapia génica eficac per a I’ataxia de Friedreich es van quantificar
els nivells d’expressio de frataxina que presenten els pacients afectats respecte els individus
portadors de la mutacio, que sén asimptomatics, per tal d’establir els nivells minims necessaris
de frataxina que cal assolir en les cél-lules dels pacients amb FRDA per tenir un efecte

potencialment terapéutic.

En cél-lules fibroblasts es van identificar uns nivells d’expressio relatius d’ARNm de frataxina
del 27% en pacients amb ataxia de Friedreich, en comparacié amb el 52% que expressaven els
individus portadors. En canvi, en cél-lules mononuclears de sang periférica, els nivells
d’expressio d’ARNm de frataxina van ser del 7% en els pacients afectes i del 29% en els individus
portadors. Aquests resultats van demostrar la necessitat d’incrementar com a minim un 22% i un
25% els nivells relatius d’expressio d’ARNm de frataxina que tenen els pacients amb ataxia de
Friedreich en cel-lules mononuclears de sang periférica i fibroblasts, respectivament, per tal
d’aconseguir els nivells d’expressio no patologics dels individus portadors asimptomatics.
Aquests percentatges van ser molt similars entre ambdos tipus cel-lulars, indicant tenir el mateix
requeriment de frataxina, tot i la diferéncia en els nivells relatius endogens d’ARNm de frataxina

que presenten entre si, tant en els pacients afectes com en els individus portadors.

La quantificacio relativa dels nivells d’expressio de proteina frataxina en c¢l-lules fibroblasts va
permetre definir que els pacients amb ataxia de Friedreich expressen uns nivells endogens relatius
del 17% de frataxina, mentre que els individus portadors tenen un 28%, ambdds comparats

respecte els individus no portadors en aquest tipus cel-lular. Per tant, aquests resultats van
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demostrar que és necessari incrementar com a minim un 11% els nivells d’expressio de proteina
frataxina en les cél-lules fibroblasts dels pacients amb FRDA, per assolir els nivells d’expressid
no patologics i aixi tenir un efecte potencialment terapeutic que permeti aturar i/o revertir a nivell

molecular, cel-lular i fenotipic I’ataxia de Friedreich.

Determinacié de biomarcadors moleculars patologics per a [’avaluacié de [’eficacia del

tractament de terapia génica.

L’avaluacio dels nivells d’expressio de proteines mitocondrials i de ’estrés oxidatiu en cél-lules
fibroblasts de pacients amb FRDA va servir per caracteritzar la patologia a nivell molecular de
I’ataxia de Friedreich i establir biomarcadors per la posterior avaluacié del tractament de terapia

genica en el model de ratoli amb la malaltia.

En cél-lules fibroblasts i medul-la espinal lumbar de pacients amb FRDA es va identificar una
disminuciod significativa dels nivells d’expressi6 de la proteina mitocondrial VDACI1. Aquesta
disminucio, que tan sols s’havia descrit en un model cel-lular deficient de frataxina (586), mai
s’havia identificat en fibroblasts ni medul-la espinal lumbar de pacients amb FRDA, suggerint
una disminuci6 en el nimero de mitocondries funcionals d’aquestes cél-lules, que es va confirmar
amb 1’analisi ultraestructural per criomicroscopia tomografica de raigs X. Curiosament, aquesta
disminucié també es va veure en els fibroblasts dels individus portadors, ja que els nivells de
VDACL s’han descrit que correlacionen amb els nivells de frataxina (570), i els individus
portadors asimptomatics presenten una disminuci6 significativa dels nivells de frataxina en

comparacio amb els individus no portadors.

La quantificacio dels nivells relatius del producte aldehidic 4-hidroxinonenal (4-HNE) i la
proteina superoxid dismutasa 1 (SOD1) indiquen I’increment de la peroxidacio lipidica i la
disminucio de les defenses antioxidants, confirmant la preséncia d’estrés oxidatiu en les c¢l-lules
fibroblasts i medul-la espinal dels pacients amb FRDA (193,317,582). Aix0 va servir per establir
la quantificacio de 4-HNE i SOD1 com a biomarcadors d’estrés oxidatiu caracteristics de la
malaltia, i aixi poder avaluar I’efecte del tractament de terapia génica sobre aquest aspecte en el
model de ratoli YGS8R.

Alteracions morfologiques i estructurals de les mitocondries mitjancant criomicroscopia

tomografica de raigs X.

Fins I’actualitat, els estudis estructurals i morfologics en cél-lules deficients en frataxina s’havien
realitzat amb técniques histologiques o per microscopia electronica de transmissid, que permeten
un analisi bidimensional de la cél-lula. L’estudi realitzat per criomicroscopia tomografica de raigs

X en el sincrotrdé ALBA va permetre visualitzar i analitzar I’estructura subcel-lular de cél-lules
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de pacients amb ataxia de Friedreich de manera tridimensional com abans mai s’havia vist. Aix0
va permetre identificar un increment significatiu de mitocondries que adquireixen una morfologia
anormal concretament en cél-lules fibroblasts de pacients amb FRDA. Aquesta morfologia es
caracteritza per un engrandiment de la seva mida, de gairebé el doble del volum, amb 1 um
aproximadament de diametre, i la disrupcio de les membranes de les crestes mitocondrials, de
manera que n’hi ha que presenten menys densitat de crestes, i d’altres la matriu completament
buida, amb les crestes disgregades i acumulades en els pols de la mitocondria. Aquesta mateixa
alteracié de la morfologia mitocondrial anormal correlaciona amb la que s’ha vist en altres
malalties neurodegeneratives com Parkinson (587), Alzheimer (588), ELA (589), i és indicativa
d’una patologia mitocondrial severa, estretament relacionada amb la disfuncié mitocondrial i
I’estres oxidatiu (590), que son caracteristics en I’ataxia de Friedreich (573,591). A més, aquestes
caracteristiques morfoldgiques han demostrat ser un factor principal de mort cel-lular sobretot a

través d’apoptosi i necrosi (592,593).

En I’ataxia de Friedreich, tan sols s’havia descrit la preséncia de mitocondries amb una morfologia
anormal en models experimentals deficients de frataxina (194,572,573), aixi com adipdcits,
hepatocits, cardiomiocits i neurones dels DRG de diferents models de ratoli
(283,290,367,586,591), perd en pacients amb FRDA Unicament en limfoblasts (233). Per tant, en
aquest estudi es va demostrar per primera vegada la preséncia de mitocondries morfologicament

anormals en cél-lules fibroblasts de pacients amb ataxia de Friedreich.

L avaluacié tridimensional a partir de les imatges obtingudes per criomicroscopia tomografica de
raigs X de les cél-lules fibroblasts de pacients amb FRDA, va permetre obtenir una visié molt
més amplia de les cél-lules. D’aquesta manera, a banda d’identificar tan sols I’estructura i la
morfologia mitocondrial que és el que s’havia fet fins ara per I’ataxia de Friedreich, es van
determinar percentatges de poblacions mitocondrials que van demostrar un increment significatiu
del 25% de mitocondries morfologicament anormals en les cél-lules fibroblasts de pacients amb

FRDA respecte els individus sans tant portadors com no portadors.

Interessantment, dins de la mateixa cél-lula fibroblast d’un pacient amb ataxia de Friedreich es va
identificar poblacions mitocondrials amb morfologia anormal diferent. D’aquestes, totes tenien
un increment de la seva mida pero algunes mantenien definides les crestes mitocondrials, mentre
que altres presentaven una matriu completament buida. Aix0, suggereix un procés progressiu de
degeneracio estructural de la mitocondria en les cél-lules de pacients amb FRDA, que s’inicia
amb I’increment de volum, mantenint les crestes mitocondrials visibles i definides, pero continua
amb la pérdua de densitat i separacidé de les crestes, i progressivament a banda de seguir
incrementant el volum, succeeix la disrupcié d’aquestes, obtenint al final una matriu buida, sense

crestes, les quals acaben acumulant-se en els pols de la mitocondria (592,594).
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Les causes directes de la pérdua de la morfologia mitocondrial en aquestes cél-lules fibroblasts
dels pacients amb ataxia de Friedreich poden ser degudes a diversos factors ampliament descrits
en malalties neurodegeneratives amb afectacid mitocondrial, que serien en aquest cas,
desencadenades per la deficiéncia de frataxina i les consequiéncies que comporta com els defectes
en la sintesi d’energia, la pérdua de I’homeostasi ionica del ferro i el calci, i I’estrés oxidatiu. Per
una banda, s’ha proposat que 1’engrandiment de les mitocondries pot ser degut a 1’alteracio dels
mecanismes de fusio i fissio que regulen I’homeostasi mitocondrial identificats a la FRDA (573).
D’altra banda, s’ha plantejat que aquest increment de la mida de les mitocondries podria ser
provocat per I’obertura desmesurada i prolongada de porus mitocondrials com VDACL i el porus
transitori de permeabilitat mitocondrial (mPTP), localitzats en les membranes mitocondrials
externa i interna respectivament. D’aquesta manera, s’intercanvien soluts i metabolits entre la
mitocondria i el citosol, per intentar mantenir I’homeostasi mitocondrial, en resposta a 1’estrés
oxidatiu, el requeriment energétic i I’elevat contingut de calci en ’interior de la mitocondria
(246,572,595). En aquest cas, 1’obertura prolongada d’aquests porus permetria I’entrada de soluts
i metabolits en I’interior de la mitocondria, causant I’increment de la pressié osmotica i
augmentant en consequiéncia el seu volum. La disrupcid de les crestes mitocondrials observada
en les imatges 3D de les cel-lules fibroblasts obtingudes per microscopia tomografica de raigs X
podria ser deguda a I’estrés oxidatiu, i més concretament a I’increment de peroxidacié lipidica
gue s’ha demostrat en aquesta tesi en les mateixes cel-lules fibroblasts de pacients amb ataxia de
Friedreich, ja que s’ha descrit que aquesta altera I’estabilitat i estructura particularment de la
membrana mitocondrial interna que formen les crestes, conduint finalment a la seva disrupcio i

acumulacié en els pols de la mitocondria (596,597).

En definitiva, aquest estudi va demostrar que la deficiéncia de frataxina en cel-lules de pacients
amb ataxia de Friedreich, no neurologiques com ho son els fibroblasts, provoca un increment
significatiu de mitocondries que adquireixen una morfologia anormal que es caracteritza per un
increment de volum i la progressiva pérdua de les crestes mitocondrials, que esta lligada amb la

patologia i disfuncié mitocondrials.

Generacio d'un nou vector de terapia genica AAV per tractar I'ataxia de Friedreich.

El constructe d’expressio que es va sintetitzar format pel promotor huma de la fosfoglicerat
quinasa 1 (PGK), la sequéncia Kozak consens, la sequéncia d’ADN codificant de la isoforma 1
de la proteina frataxina humana (FXN) juntament amb 1’hemaglutinina (HA), I’element regulador
posttranscripcional (WPRE) i la senyal de poliadenilacié de I’hormona de creixement bovina
(bGH PA) va demostrar ser eficient per expressar la proteina frataxina recombinant en cél-lules
neuronals i no neuronals humanes i de ratoli, en uns nivells aproximats als que expressaven

endogenament les propies cel-lules.
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Es va utilitzar la seqiiencia d’ADN codificant de la frataxina humana enlloc de la de ratoli perque
tot i realitzar I’estudi preclinic en ratolins, I’estratégia de terapia génica que es va desenvolupar
pretén que sigui translacional. De manera que si es mostrava eficiéncia en els ratolins en la prova
de concepte preclinica, el tractament tindria potencial per ser efectiu en humans. Pel mateix motiu,
es va utilitzar el promotor huma de la fosfoglicerat quinasa 1 (PGK) enlloc del muri. Per aixo,
inicialment es va fer un estudi comparatiu entre la frataxina humana i murina, per saber si la
frataxina humana tenia capacitat per desenvolupar la mateixa funcié que la frataxina murina, i per
tant, coneixer si la seva addicio en el model de ratoli, era potencialment terapéutica. L’avaluacid
de la identitat de la seqiiencia de la part C-terminal de la frataxina, la qual s’ha descrit que
correspon a la forma madura i és la part funcional de la proteina (146-148,598), va demostrar ser
elevada, amb una identitat superior al 90% entre ambdos proteines frataxina. En canvi, en la part
N-terminal, tot i mostrar poca conservacio entre la frataxina humana i ratoli, amb només un 42,5%
d’identitat, van demostrar ambdos contenir la sequiéncia de localitzacié mitocondrial. Per tant,
aquestes caracteristiques en comu entre la frataxina humana i de ratoli, van suggerir que la
proteina frataxina humana tenia capacitat per translocar-se a la mitocondria, madurar i
desenvolupar la mateixa funcié que la frataxina murina en les c¢l-lules del ratoli. Prova d’aixo,
és que la frataxina humana rescata de la mort embrionaria precisament els models de ratoli YG8R

i YG22R que so6n KO per la frataxina murina i transgénics amb el gen huma FXN (192).

La inclusi6 en el constructe d’expressio de 1’element regulador posttranscripcional WPRE i la
seqliencia Kozak consens estava justificada degut a que ambdds elements van demostrar
contribuir a una millora de I’expressié de proteina frataxina recombinant, proporcionant
respectivament estabilitat a I’ARNm de frataxina recombinant i un increment del reconeixement
del ribosoma per aquest ARNm de frataxina durant la sintesi de la proteina frataxina, tal com
havien demostrat en diferents estudis d’expressio d’altres proteines recombinants (369,512,527—
530,575,599,600).

Com a senyal de poliadenilacié es va utilitzar la seqiiencia de la hormona de creixement bovina
(bGH PA) perqué s’ha utilitzat ampliament en constructes de terapia genica i ha demostrat que
proporciona una elevada estabilitat en I’ARNmM en comparaci6 amb altres senyals de
poliadenilacioé que s’han provat fins la data (512,523-525,574).

Pel que fa al promotor, es va descartar 1’as dels promotors neuronals sinapsina i enolasa, aixi com
del promotor endogen del gen que codifica la frataxina, per la seva baixa capacitat, demostrada
en aquest estudi, per expressar a uns nivells optims necessaris la frataxina recombinant. En el cas
dels promotors neuronals, també perqué Gnicament podien expressar la frataxina en neurones,
quan l’ataxia de Friedreich és una malaltia multisistémica, amb deficiéncia en tots els tipus
cel-lulars analitzats i afectacio també en organs sistémics com el cor i el pancreas. En el cas del

promotor endogen de frataxina, aquesta baixa expressio va ser deguda a la falta d’inclusio de
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zones reguladores importants del gen FXN, com les que s’han identificat en aquesta tesi. Per tant,
aquesta baixa expressio va demostrar la complexitat reguladora que té el gen, en el qual no sols
la regié promotora de 1.255 pb inclosa en el constructe participa en la regulacio, sin6 que també
ho fa I’intr6 1, regions a 5 kb en la zona promotora abans del cod6 d’inici de traduccio i inclus la
regié 3’UTR (114,121,122). En canvi, el promotor del citomegalovirus (CMV) va demostrar
proveir una expressio molt elevada de frataxina en cultius cel-lulars in vitro, concretament entre
40 i 60 vegades superior als nivells endogens de les propies cél-lules. La implementacié d'aquest
tipus de promotors en terapies géniques d’addicio €s questionable, ja que la sobreexpressio
significativa de les proteines recombinants exogens causen toxicitat a les cél-lules hoste, com és
el cas de la frataxina, que uns nivells entre 6 i 10 vegades superiors als endogens, causen toxicitat
cel-lular (268,269,550-552). A aquest aspecte, se li suma que el promotor CMV és d’origen viral,
fet que provoca que les cel-lules de mamifer el metilin per inactivar-lo com a mecanisme de
defensa, de manera gue es silencia amb el pas del temps evitant 1’expressio de llarga durada de la
proteina recombinant (402,515,519,529). Aquest conjunt de factors van descartar 1'as del
promotor CMV en el constructe d’expressid per al tractament de terapia geénica per I’ataxia de
Friedreich. De la mateixa manera, els promotors sintétics de forta poténcia d’expressio com és el
CAG, tot i no ser inactivats per metilacid, tenen la capacitat per expressar nivells similars del gen
terapéutic als que expressa el promotor CMV (522,550,574,601,602). Aixd compromet
I’escalabilitat dels tractaments de terapia génica que s’han realitzat fins avui en dia a nivell
preclinic per a la FRDA, ja que tots han utilitzat el promotor CAG per regular ’expressio de
frataxina, i tot i demostrar efectes terapeutics en determinats tipus cel-lulars i una millora
fenotipica en ratolins KO condicionals (283,367-369), els mateixos autors han descrit que poden

causar toxicitat cel-lular per sobreexpressio de frataxina (550).

D’aquesta manera, el promotor huma PGK, que s’havia descrit com un promotor constitutiu, ubic,
metabolic, capa¢ de proveir una expressi6 moderada i de llarga durada del gen terapéutic
(521,522,576,577), combinat amb la resta d’elements reguladors inclosos en el constructe
d’expressio, va demostrar ser capag d’expressar frataxina tant en cél-lules neuronals com no
neuronals humanes i de ratoli; en uns nivells moderats, similars als nivells enddgens que expressa
cada tipus cel-lular; segurs, ja que son inferiors als nivells de sobreexpressio de frataxina que
s’han descrit que poden causar toxicitat en les cél-lules; i prou elevats com per tenir un efecte
potencialment terapeutic en les cél-lules diana deficients en frataxina, d’acord amb els nivells que
s’ha vist que necessitaven els pacients amb FRDA per arribar a tenir els nivells minims no
patologics de frataxina que expressen els individus portadors. Per tant, la combinacio d’elements
formada pel promotor PGK, la sequencia Kozak, la sequencia d’ADN codificant de FXN,

I’element WPRE i la senyal de poliadenilacio bGH PA va permetre expressar la proteina frataxina
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dins d’un rang fisiologic segur, no toxic, similar als nivells endogens no patoldgics i per tant amb

potencial terapéutic.

Biodistribucid in vivo dels vectors virals rAAV9 amb una administracio intratecal en els ratolins
YGS8R.

Tots els teixits que es van analitzar per bioluminescéncia van mostrar expressié de luciferasa i per
tant van demostrar I’amplia biodistribucid, tropisme i capacitat de transduccidé dels rAAV9
generats quan s’administren intratecalment en els ratolins seguint el mateix patro de biodistribucid
descrit per I’ AAV9 (445,466,496,498,603-605). També va servir per confirmar que el promotor
PGK, juntament amb la resta dels elements reguladors introduits en el constructe d’expressi6 dels
vectors rAAV9, eren capagos de proveir una expressio in vivo ubiqua, multisistémica i substancial

de proteina recombinant, en aquest cas de luciferasa.

Els ratolins WT i YG8R hemizigot administrats intratecalment amb el vector rAAV9-LUC a les
10 setmanes d’edat van mostrar la mateixa biodistribucid en 1’assaig de bioluminescéncia, tenint
expressio de luciferasa en tots els organs analitzats. Tot i aix0, en alguns organs com sobretot el
cervell, el pancreas i els pulmons es va mostrar variabilitat en la intensitat d’expressio de
luciferasa entre ratolins. Malgrat analitzar-se inicament 1 ratoli de cada genotip, es va descartar
que aquestes diferéncies fossin provocades per un canvi de tropisme dels vectors rAAV9 a causa
de la patologia que desenvolupen els YG8R, ja que no s’ha descrit que a les 10 setmanes d’edat,
que va ser quan es van administrar els rAAV9, aquests ratolins es trobessin afectes i tinguessin
mort cel-lular o degeneraci6 que pogués canviar I’eficiéncia de transduccid viral en comparacid
amb la que mostraven els ratolins WT (192,287). Aquestes diferéncies d’intensitat d’expressio de
luciferasa en alguns teixits es van atribuir a 1’alta variabilitat ja descrita que mostren els AAV a
I’hora d’expressar el transgén en cadascuna de les cel-lules transduides (462,512). Per tant, es va
determinar que I’administraci6 intratecal dels vectors rAAV9 a les 10 setmanes d’edat manté
intacta la capacitat de biodistribucid, transduccid cel-lular i capacitat d’expressio dels elements

reguladors inclosos en el vector viral en els ratolins YG8R.

L’assaig de bioluminescéncia va demostrar una expressio robusta de luciferasa en tots els teixits
del sistema nervios analitzats, el qual era el proposit principal de I’administracio intratecal, ja que
d’aquesta manera es va aconseguir travessar mecanicament la barrera hematoencefalica,
permetent la difusio dels vectors rAAV9 a través del liquid cefalorraquidi, facilitant la transduccid
dels diferents tipus cel-lulars de tots els teixits nerviosos, des de la medul-la espinal, fins al cortex
cerebral, i passant pel tronc cerebral i el cerebel seguint el patrd de biodistribucié que s’havia
observat anteriorment en altres estudis (467,496,498,603,604). D’aquesta manera, els vectors
rAAV9 generats van demostrar la capacitat per transduir eficientment i expressar potencialment

frataxina en les cel-lules diana que principalment degeneren i moren en I’ataxia de Friedreich.
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Tot i aix0, en la medul-la espinal 1’expressié de luciferasa obtinguda va ser més elevada que el
conjunt cervell, cerebel i tronc cerebral. Aixo va ser degut principalment a que 1’administracio
intratecal es va realitzar en la zona lumbar de la columna vertebral, per tant va ser el teixit més
proxim al lloc d’administracid, i conseqientment amb més capacitat per ser transduit. Aquesta
expressio en la medul-la espinal es va veure més elevada en la regié lumbar i cervical que en la
regio toracica. Curiosament, d’una manera similar, el tronc cerebral i el cervell van mostrar també
més expressio de luciferasa, en aquest cas, que el cerebel. En ambdds casos, aix0 va ser degut al
major tropisme cel-lular que té el AAV9 per aquestes regions (496,498,603-606).

Rellevantment, els teixits sistémics també van demostrar expressio de luciferasa. De manera que
tot i realitzar una administracio intratecal en el liquid cefalorraquidi del sistema nervios central,
que esta protegit per la barrera hematoencefalica, aquest va ser capag d’arribar i transduir organs
periférics, com el fetge, el cor, el pancreas, muscul esquelétic, els pulmons, els ronyons, el colon
i la melsa, confirmant el que s’havia observat en estudis anteriors en ratolins (498,603,604), i
altres models animals (466,473). Aquest mecanisme del vector AAV9 per creuar del SNC a la
circulaci6 periférica actualment no esta del tot caracteritzat, perd es creu que és degut a canals
perivasculars i limfatics del SNC que permeten el drenatge de particules virals des del liquid
cefalorraquidi al torrent sanguini (607—609). Per al tractament de 1’ataxia de Friedreich aquesta
transduccié en teixits periférics obtinguda amb una administraci6 intratecal és un benefici més
del tractament, ja que la malaltia es caracteritza per ser multisistémica, on la deficiéncia de
frataxina es troba en totes les cel-lules del cos, tot i no mostrar totes elles una patologia evident.
Per tant, no és necessaria una administracié intrasistemica per poder transduir teixits periferics,
ja que I’administraci6 intratecal permet la biodistribucio dels rAAV9 per totes les cél-lules de
teixits sistémics analitzats, inclosos el cor i el pancrees, els quals si que es troben afectats en

I’ataxia de Friedreich.

La forta senyal luminescent detectada en el torax dels ratolins administrats amb el vector rAAV9-
LUC en l’assaig de bioluminescéncia in vivo provenia del fetge, emmascarant la deteccid
d’expressio de luciferasa en els altres teixits contigus. Aquesta forta expressio va ser deguda a
I’elevat tropisme que tenen els diversos serotips AAV pel fetge, i conseqlientment també el serotip
9, inclis administrant-se intratecalment (498,603-605). Tot i aix0, aquesta elevada expressié de
frataxina en el fetge no resulta toxica, i és ben tolerada, ja que en un estudi recent es va demostrar
que el fetge dels ratolins tolera fins a 90 vegades la quantitat endogena de frataxina sense mostrar
hepatotoxicitat o altres alteracions patologiques (550). Per tant, donat que el fetge és un dels
organs amb més expressio, pero aquesta no s’aproxima als nivells de sobreexpressio que s’han
descrit que causen toxicitat, indica que els nivells d’expressié de frataxina recombinant que
s’obtenen en general amb el vector viral rAAV9-FXN administrat intratecalment, es troben dins

d’un rang d’expressioé segur i ben tolerat. Estudis inicials d’histologia en els nostres ratolins no

200



DISCUSSIO

han demostrat increments en inflamacio6 en el fetge dels ratolins administrats amb els vectors
virals tant rAAV9-Null com rAAV9-FXN.

Increment dels nivells d’expressio d’ARNm de frataxina en teixits de ratolins YG8R administrats

intratecalment amb el vector rAAV9-FXN.

L’estudi transcripcional va confirmar que el constructe d’expressio inclos en el AAV9 era capag
de realitzar la transcripci6 de la sequéncia d’ADN codificant de frataxina recombinant en les
cél-lules transduides, ja que es va detectar la preséncia d’ ARNm de frataxina recombinant en tots
els teixits analitzats. En consequéncia, I’administracio intratecal del vector rAAV9-FXN va
demostrar ser eficac per incrementar en general els nivells totals d’ ARNm de frataxina en tots els
teixits analitzats, excepte el pancreas, on no es va detectar expressio6 d’ARNm de frataxina
recombinant. Aix0 per una banda va suggerir la potencialitat terapéutica d’aquesta estratégia de
terapia génica, i per I’altra va confirmar I’amplia biodistribucio del vector rAAV9-FXN, tant en
teixits del sistema nervios central i periféric, com en teixits sistémics, que ja s’havia observat en
I’assaig de bioluminescéncia, seguint el mateix patré en quan a nivells d’expressio, i demostrant

la reproductibilitat del tractament intratecal amb els vectors rAAV9 generats.

Els organs amb un increment més elevat de frataxina total van ser el fetge, tal com s’ha comentat
préviament, per I’elevat tropisme que tenen els AAV per aquest organ; i els DRG lumbars perqué
es troben proxims al lloc d’administracié i perque el AAV9 ha demostrat una elevada capacitat
de transduccio en teixits del SNP, degut al transport axonal caracteristic i a I’elevat tropisme que
tenen particularment per les neurones dels DRG (467,475,501,603). Ambdos teixits van mostrar
nivells d’ARNm de frataxina semblants als nivells dels ratolins YG8R homozigots, els quals
mostren un fenotip no patologic similar al que exhibeixen els ratolins WT (289), suggerint que el
vector rAAV9-FXN administrat intratecalment pot proveir uns nivells de frataxina potencialment

terapéutics en els ratolins YG8R.

Altres teixits que van demostrar un increment significatiu d’ARNm de frataxina van ser la
medul-la espinal, concretament les seccions lumbar i cervical, i el cortex frontal del cervell. La
medul-la espinal toracica, va ser la part de la medul-la espinal amb menys expressio d’ARNm de
frataxina en comparacié amb les seccions lumbar i cervical. El mateix va passar amb el cerebel,
en comparacio amb el tronc cerebral i el cortex frontal del cervell, tal com s’havia vist en 1’assaig
de bioluminescéncia. Malgrat aix0, aquests teixits juntament amb el cor també van mostrar un
increment d’ARNm de frataxina respecte els nivells basals dels ratolins YG8R, que no van ser
significatius degut principalment a la variabilitat que mostren els ratolins YG8R en els nivells

d’expressio d’ARNm de frataxina provinent del transgen huma (192,200,287).
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Amplia biodistribuci6 i expressio robusta i de llarga durada de la proteina frataxina recombinant
obtinguda en els ratolins YG8R administrats intratecalment amb el vector rAAV9-FXN.

L’administracié intratecal del vector rAAV9-FXN en els ratolins YG8R a les 10 setmanes d’edat
va demostrar ser eficient per expressar la proteina frataxina recombinant ampliament en els teixits
del sistema nervios central i periféric, tal com es va observar en la medul-la espinal, els DRG a
nivell lumbar, toracic i cervical i els nervis periférics, en aquest cas el ciatic. Aquesta
biodistribucio i tropisme van correlacionar amb els resultats obtinguts en els estudis
transcripcionals i de bioluminescéncia. L’expressié de frataxina recombinant en els teixits del
SNC i sobretot SNP és de vital importancia per poder tractar I’ataxia de Friedreich, ja que és on
es troben les cél-lules que primer degeneren i que es veuen més severament afectades en la
malaltia, causant els principals signes patologics que provoquen la pérdua progressiva de
I’autonomia dels pacients. Per tant, 1’estratégia de terapia geénica Seguida en aquesta tesi va
demostrar ser eficient per expressar frataxina en les cél-lules diana principalment afectades i

conseqlientment tenir potencial terapeutic per corregir la neurodegeneracid en els ratolins YG8R.

La frataxina humana recombinant es va detectar en la seva forma madura en els teixits transduits,
demostrant que la forma precursora de frataxina que es sintetitza inicialment en les cél-lules a
partir del vector rAAV9-FXN, realitza el procés de maduracio, és tallada per la peptidasa de
processament mitocondrial dels ratolins en la regié N-terminal, i s’internalitza en la mitocondria,
tenint potencial per poder desenvolupar la seva funcio, i aixi evitar I’afectacié mitocondrial en les
cel-lules transduides dels diferents teixits dels ratolins YG8R (141,158,159). Aquesta localitzacid

mitocondrial es va confirmar per immunofluorescéncia amb microscopia confocal.

Les imatges d’immunohistoquimica van demostrar 1’eficiéncia de transduccid i la capacitat
d’expressi6 de frataxina del vector rAAV9-FXN en les neurones grans sensitives dels DRG. Els
DRG lumbars van mostrar un percentatge més elevat de neurones transduides amb el vector
rAAVI-FXN, i per tant més neurones que expressaven frataxina recombinant respecte als DRG
toracics i cervicals, seguint el mateix patré de biodistribucié que s’havia vist en aquest mateix
estudi en les diferents seccions de la medul-la espinal i tal com havien demostrat altres estudis
amb una administracio intratecal d’AAV en ratolins (498,603,605). També es va observar una
intensitat d’expressio de frataxina més elevada en algunes neurones transduides que en d’altres.
Aix0 va ser degut a la variabilitat que mostren els AAV recombinants per expressar el transgén
en cada cel-lula transduida (462,498,512,603). Aquest estudi d’immunohistoquimica va servir per
demostrar que la transduccio d’entre el 10% fins al 60% de les neurones grans sensitives dels
DRG, és suficient per prevenir la neurodegeneracié caracteristica a nivell cel-lular i molecular en
aquest teixit, i consequientment la polineuropatia sensitiva en el model de ratoli YG8R. Per tant,
aix0 va suggerir que no és necessari transduir la totalitat de les neurones en els DRG per tenir un

efecte terapéutic amb el vector de terapia génica rAAV9-FXN. Aquests resultats concorden amb
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els que es van descriure en un estudi de terapia génica per a la FRDA amb un model de ratoli KO
condicional deficient de frataxina en el cor, en el qual es va obtenir un efecte terapéutic amb la
transduccio aproximada del 30-40% de cardiomiocits (368).

L’administracio Unica intratecal del vector rAAV9-FXN en els ratolins YG8R va demostrar la
capacitat d’expressar frataxina recombinant al llarg del temps en teixits sistémics com el fetge i
teixits del sistema nervids central i periféric com es va veure en la medul-la espinal i els DRG
lumbars. Per tant, el promotor PGK juntament amb la resta d’elements reguladors inclosos en el
constructe d’expressio dels rAAV9 van demostrar proveir una expressio duradora de frataxina en
aquests teixits fins almenys 24 mesos d’edat, que equival practicament a tota la vida dels ratolins.
Malgrat que els resultats obtinguts van ser Gnicament indicatius perd no conclusius degut a que
tan sols es va analitzar un ratoli a cada edat, es van veure diferéncies en el patré d’expressié de
frataxina en el temps en els diferents teixits que es van analitzar. En el fetge I’expressio de
frataxina es va mantenir robusta al llarg del temps des dels 3 fins als 24 mesos d’edat. Aix0
correlaciona amb els resultats que s’han obtingut en un estudi de terapia génica amb AAV, on han
demostrat expressio de proteina transgénica en fetge d’humans durant més de 5 anys (610). En la
medul-la espinal I’expressio de frataxina va seguir un patrd decreixent, amb una expressié més
elevada en els 3 mesos d’edat, robusta almenys fins als 14 mesos d’edat, i drasticament disminuida
als 24 mesos d’edat. Aquesta disminucié progressiva s’ha descrit que podria ser deguda a la
regeneracid i divisio de les cél-lules transduides, que pot fer que es perdi el transgen que conté la
seqliencia codificant de frataxina recombinant, ja que es troba en forma episomal en el nucli de
les cel-lules, tal com succeeix en altres tipus cel-lulars (611). En canvi, curiosament en els DRG
es va observar la tendencia contraria, inicialment les dos primeres setmanes després de
I’administraci6 no es va detectar expressio de frataxina, perd va anar incrementant
progressivament amb el temps fins als 14 mesos d’edat, i es va mantenir consistent fins almenys
els 24 mesos d’edat del ratoli. Diversos estudis ja havien reportat un increment d’expressio
progressiva de proteina recombinant en el temps després de I’administracio d’AAV en els DRG
de ratolins. Concretament, han descrit una expressio nul-la 0 molt baixa tant de cel-lules
transduides com de nivells d’expressi6 de la proteina terapeutica entre la primera i tercera setmana
postinjeccid, inclis amb administracions directes en el gangli, que progressivament incrementen
amb el temps (498,612—614). Aix0 s’ha atribuit al fet d’haver tingut més temps de sintesi de la
proteina recombinant, al tipus de promotor utilitzat per regular I’expressio de la proteina
terapeutica, i a ’increment de la biodistribucio dels AAV pel SNC i SNP amb el temps, que
permet la transduccio de cél-lules més distants al lloc d’administracié degut al transport retrograd
i anterograd caracteristic dels AAV, i que té sobretot el AAV9 (498,612-614). Per tot aixo,
I’administracio Unica i intratecal del vector viral rAAV9-FXN va demostrar proveir una expressio

duradora de frataxina recombinant en teixits del sistema nervids central, periféric i teixits
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sistemics de fins a 2 anys en els ratolins, de manera que aquesta estrategia pot suposar un

tractament de per vida, sense la necessitat de realitzar readministracions.

Els nivells d’expressié de frataxina recombinant que es van obtenir en els DRG i la medul-la
espinal lumbars de ratolins YG8R administrats intratecalment amb el vector rAAV9-FXN als 14
mesos d’edat, van trobar-se dins d’un rang segur, no toxic, ben tolerat, amb nivells similars als
endogens de frataxina murina que expressen els ratolins WT, i per tant amb potencial terapéutic.
Es van comparar amb els nivells de frataxina endogena dels ratolins WT perque son els ratolins
control, que exhibeixen un fenotip neurologic normal, i que equivalen als nivells que tindrien els
individus no portadors en I’ataxia de Friedreich. Aquesta comparacié no es va fer respecte els
nivells de frataxina dels ratolins YG8R hemizigots degut a que en aquests teixits nerviosos, el
ratoli YG8R té una expressié molt elevada del transgén, i en consegiiéncia nivells més elevats de
frataxina humana transgénica en comparacié amb els nivells de frataxina murina endogena del
ratoli WT (287), i que per tant, no es corresponen amb els nivells de frataxina que tenen els
pacients amb FRDA. El motiu pel qual els ratolins YG8R tenen aquests nivells elevats de
frataxina humana i manifesten igualment neurodegeneracio i afectacio en les cél-lules d’aquests
teixits no s’ha caracteritzat, pero s’ha proposat que pot ser pel diferent perfil d’expressié del
transgén huma en cada tipus cel-lular (287), o també a causa d’una funcio ineficient de la frataxina
humana del transgén en les cél-lules de ratoli. El que si s’ha descrit és que els ratolins YG8R que
s6n homozigots pel transgén, tenen aproximadament el doble de quantitat de frataxina que els
ratolins YG8R hemizigots utilitzats en aquest estudi, tal com es va demostrar en la quantificacio
dels nivells d’ARNm de frataxina total, i mostren un fenotip i funcié mitocondrial més similar al
ratoli WT de manera que es troben menys afectes que el ratoli YG8R hemizigot (200,288). Per
tant, I’increment de frataxina en les cél-lules dels DRG i la medul-la espinal degut al tractament
de terapia genica amb el vector rAAV9-FXN té potencial per millorar el fenotip i la patologia en
els ratolins YG8R hemizigots.

En els DRG lumbars, els nivells d’expressio de frataxina recombinant obtinguts van ser 1,76
vegades més elevats respecte els nivells endogens, mentre que en la medul-la espinal lumbar es
va expressar 0,43 vegades respecte els nivells endogens dels ratolins WT, als 14 mesos d’edat.
Agquests nivells inferiors en la medul-la espinal lumbar van ser deguts a que el vector AAV9 ha
demostrat que no transdueix el total de cél-lules en la medul-la espinal (498,603,604), i en aquest
cas, s’estan comparant amb els valors de frataxina endogens que expressen totes les cél-lules que
hi ha en aquest teixit. Tot i aix0, en ambdds teixits es va aconseguir expressar uns nivells de
frataxina recombinant per sobre dels nivells que necessiten les cél-lules de pacients amb ataxia
de Friedreich per arribar a expressar uns nivells de frataxina no patologics com els que tenen els
individus portadors, els quals s’havien establert de 0,11 vegades superiors en cel-lules fibroblasts.

Per tant, ’administracié Unica intratecal del vector rAAV9-FXN proveeix una expressio de
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frataxina en els DRG i la medul-la espinal dins d’un rang potencialment terapéutic per tractar els
ratolins YG8R i a més té potencial per incrementar els nivells de frataxina que exhibeixen els
pacients, a uns nivells no patologics per sobre dels nivells dels individus portadors, i inclis igual

0 per sobre dels nivells que mostren els individus no portadors.

L’expressio suprafisiologica de frataxina recombinant obtinguda en els DRG dels ratolins YG8R,
tot i ser 1,76 vegades més elevada que els nivells de frataxina endogena murina, va demostrar ser
segura i ben tolerada, ja que tal com s’ha descrit en nombrosos models experimentals de llevat,
drosofila, linies cel-lulars humanes i ratolins, la sobreexpressio de frataxina és toxica per les
cel-lules en uns nivells a partir d’entre 6 i 10 vegades per sobre dels endogens
(185,218,268,269,550-552), i ben tolerada per sota d’aquests (19,267,279,553,554). Per tant,
aquesta sobreexpressio de frataxina recombinant en els DRG dels ratolins administrats
intratecalment amb el vector rAAV9-FXN no va suposar un problema de toxicitat cel-lular, més
aviat el contrari, juntament amb 1’expressio de frataxina en la medul-la espinal, va demostrar
eficacia terapéutica per prevenir la neurodegeneracio6 de les neurones grans sensitives dels DRG
i la perdua de les neurones grans del nucli dorsal de la columna posterior de la medul-la espinal,
tal com es va veure en els estudis d’histologia. Aquesta prevencié a nivell cel-lular es va traduir

conseqlientment amb una millora fenotipica sensoriomotora.

En definitiva, el tractament de terapia génica amb el vector rAAV9-FXN administrat Unica i
intratecalment en el liquid cefalorraquidi en ratolins YG8R de 10 setmanes d’edat va demostrar
ser eficag per expressar la proteina frataxina ampliament en cél-lules de teixits del sistema nervids
central i periféric i teixits sistemics, de manera prolongada en el temps durant practicament tota
la vida del ratoli, i en uns nivells en un rang fisiologic, segur, ben tolerat, no toxic i potencialment

terapeutic per ratolins i amb escalabilitat per als pacients amb ataxia de Friedreich.

Prevencié de [’afectacio fenotipica sensoriomotora dels ratolins YG8R administrats

intratecalment amb el vector rAAV9-FXN.

Els model de ratoli YG8R va demostrar en general una afectacié fenotipica sensoriomotora
progressiva des dels 4 mesos d’edat, en els 4 tests en que es van avaluar en comparacié amb els
ratolins control WT, amb unes caracteristiques patologiques molt similars a les que presenten els
pacients amb ataxia de Friedreich. El tractament de terapia genica amb el vector viral rAAV9-
FXN administrat intratecalment en els ratolins YG8R a les 10 setmanes d’edat va demostrar ser
eficient per prevenir en general aquesta afectacié fenotipica motora i sensitiva caracteristica de
I’ataxia de Friedreich fins almenys els 14 mesos d’edat dels ratolins, és a dir, 1 any després de
I’administraci6. Els ratolins que van rebre el tractament van mostrar un patré similar als ratolins

control WT, practicament en totes les caracteristiques avaluades en els tests de comportament,
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excepte el pes, i per tant significativament diferents als ratolins YG8R administrats amb el vector
buit rAAV9-Null.

Els estudis d’electrofisiologia en el nervi caudal de la cua dels ratolins YG8R van servir per
determinar una neuropatologia sensitiva identificada a partir dels 4 mesos d’edat i agreujada
gradualment en el temps fins als 13 mesos d’edat, que es caracteritzava per la disminuci6 de
I’amplitud dels potencials d’accié sensitius del nervi caudal periferic, suggerint una
neurodegeneracié progressiva dels nervis sensitius periférics, tal com succeeix en els pacients
amb FRDA (47,615,616). Aquesta neuropatia s’ha identificat recentment en aquest model en un
estudi als 9 mesos d’edat (288), mentre que anteriorment tan sols s’havia observat una tendéncia
a la reducci6 dels potencials d’accio sensitius (192). Per tant, en aquesta tesi s’ha demostrat que
el model YG8R pateix una neuropatia sensitiva a una edat encara més precog que la que s’havia
descrit fins ara. L’administracio intratecal del vector viral rAAV9-FXN en els ratolins YG8R
realitzada a les 10 setmanes d’edat, va demostrar la prevencio d’aquesta polineuropatia sensitiva,
mostrant una amplitud dels potencials d’acci6 sensitius del nervi caudal de la cua similar als dels
ratolins WT al llarg del temps, amb una tendéncia a 1’alga, inclis superiors a aquests ratolins
control, tot i que no de manera significativa, indicant el manteniment del nimero d’axons, la seva
morfologia, evitant la desmielinitzacio i en definitiva la neurodegeneracié del nervi periféric
caudal de la cua. Aix0 va suggerir que 1’increment de frataxina en els nervis periférics degut al
tractament amb rAAV9-FXN, el qual s’havia vist en aquest estudi concretament en el nervi ciatic,
era capagc de prevenir la polineuropatia en el model de ratoli YG8R. Les imatges obtingudes per
microscopia electronica de transmissié de nervis periférics, en aquest cas, de les arrels dorsals
dels DRG de ratolins administrats intratecalment amb rAAV9-FXN, van demostrar la prevencid
de la neurodegeneracio dels axons, establint una correlacio terapéutica a nivell fenotipic i a nivell

cel-lular del tractament de terapia génica en els ratolins YG8R.

En el test del rotarod accelerat, el ratoli YG8R va mostrar uns valors de temps de latencia en roda
molt baixos i constants al Ilarg del temps en comparacié amb els ratolins control WT, evidenciant
problemes de coordinacié motora de manera significativa des dels 4 mesos d’edat, determinada
sobretot per la incapacitat d’aprenentatge motor (192,287,289). L’administracié intratecal del
tractament en els ratolins YG8R a les 10 setmanes d’edat va demostrar prevenir aquests defectes
de coordinacié motora, mostrant un patrd gairebé idéntic als ratolins WT al llarg del temps. Tant
els ratolins control WT com els YG8R administrats amb rAAV9-FXN, a diferéncia dels ratolins
YG8R administrats amb el vector buit, van mostrar inicialment un increment de la capacitat
motora entre els 3 i 6 mesos d’edat, seguit per una disminucid progressiva, a partir dels 8 mesos
d’edat, la qual es va atribuir al factor biologic de I’envelliment, comu en tots els animals (617).
Tot i aix0, aquest descens va ser més pronunciat en els ratolins YG8R administrats amb rAAV9-

FXN que ens els ratolins control WT, igualant als 12-14 mesos d’edat als ratolins YG8R amb el
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vector rAAV9-Null. Es va descartar que aquest fet fos degut a una disminucié de 1’efecte del
tractament ja que es va demostrar expressid de frataxina recombinant robusta als 14 mesos d’edat
en tots els teixits i ratolins avaluats. A més, en la resta de tests no es va observar aquest descens
de I’efecte, de fet, en I’analisi de I’electrofisiologia inclis es van obtenir valors més elevats
d’amplitud del potencial d’accid sensitiu als 14 mesos d’edat respecte el WT. Per tant, la causa
probablement va ser deguda a I’increment de pes que es va detectar en els ratolins YG8R
administrats amb el vector rAAV9-FXN respecte el WT, i que limita la capacitat motora del ratoli
en laroda (618,619).

El reflex d’agafada o clasping, que no s’havia avaluat mai préviament en aquest model animal
YGB8R, va resultar patologicament alterat des dels 4 mesos d’edat, amb tendéncia a augmentar al
llarg del temps, indicant una neurodegeneracié de la via corticoespinal del sistema nervids tal
com mostra un model de FRDA que és KO condicional deficient de frataxina en muscul (620), i
altres models de ratoli de malalties neurodegeneratives com ataxies espinocerebel-loses amb
afectaci6 similar a I’ataxia de Friedreich (580,621,622). Interessantment, als 2 mesos d’edat, previ
alainjeccié intratecal, els ratolins YG8R no van mostrar aquesta afectacio, aportant una evidéncia
més, de que aquest model no mostra patologia en el moment de 1’administracio dels vectors virals
rAAV9 generats i per tant mantenen la capacitat de biodistribuci6 intacta. Els ratolins YG8R que
es van tractar amb el vector rAAV9-FXN, tot i no mostrar els mateixos valors que els ratolins
control WT, no van assolir els valors patologics que mostraven els ratolins YG8R administrats
amb el vector rAAV9-Null en cap de les edats analitzades, mantenint-los estables i
estadisticament diferents a aquests al llarg del temps. De manera que el tractament de terapia
génica amb el vector rAAV9-FXN va demostrar prevenir la neurodegeneracié del tracte

corticoespinal del sistema nerviés com a minim fins als 14 mesos d’edat en els ratolins YG8R.

En I’analisi de 1a marxa amb el registre de les petjades, I’administracié del tractament de terapia
génica amb el vector rAAV9-FXN en els ratolins YG8R va demostrar ser eficag per prevenir
I’alteracié de la marxa, i en conseqiiéncia evitar els problemes propioceptius que s’ha vist que
presenta aquest model de ratoli als 12 mesos d’edat, que es caracteritzen per un increment de la
distancia de solapament de les potes anteriors i posteriors entre les passes, que es tradueix en un

perfil de la marxa irregular i patologic.

L’index fenotipic calculat de manera homologa a les escales quantitatives ICARS, FARS i SARA
que s’utilitzen per monitoritzar la progressio de la malaltia i avaluar tractaments en assajos clinics
en pacients amb FRDA, va servir per con¢ixer I’estat fenotipic sensoriomotor de cadascun dels
ratolins analitzats, de manera quantitativa, tenint en compte els resultats obtinguts dels 4 tests de
comportament avaluats. A part, I’analisi conjunt dels ratolins de cada grup, de les caracteristiques
patologiques referents a la coordinacid motora, polineuropatia sensitiva, neurodegeneracio del

tracte corticoespinal i la propiocepcid, va confirmar la patologia fenotipica sensoriomotora del
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model de ratoli YG8R, i va demostrar ’eficacia del tractament rAAV9-FXN administrat
intratecalment per prevenir totes les caracteristiques fenotipiques patologiques analitzades en els
ratolins YG8R.

Prevencio de la neuropatologia i la cardiomiopatia en els ratolins YG8R administrats

intratecalment amb el vector rAAV9-FXN.

El conjunt de la neuropatologia del ratoli YG8R avaluada en aquest estudi va evidenciar una
afectacié més severa en els nervis periférics i els DRG del SNP, seguit per la medul-la espinal i
finalment el cerebel del SNC, en forma ascendent seguint el tracte sensitiu tal com manifesten els
pacients amb FRDA (192,287-289). La capacitat demostrada del vector rAAV9-FXN en els
estudis de biodistribucio i tropisme per arribar, transduir i expressar frataxina particularment en
els teixits del SNP, que son els que primer degeneren i més severament tant en el model de ratoli
YGS8R com en els pacients amb ataxia de Friedreich, justifiquen I’estratégia desenvolupada en
aquesta tesi en 1’as del serotip AAV9 i I’administraci6 directament en el liquid cefalorraquidi
mitjangant una injeccio intratecal en la zona lumbar de la columna vertebral. Aquest tractament
de terapia génica va demostrar prevenir la neurodegeneracié i cardiomiopatia a nivell cel-lular

caracteristiques de la FRDA en aquest model de ratoli fins almenys els 14 mesos d’edat.

En els DRG de ratolins YG8R es va identificar una neurodegeneracié de les neurones grans
sensitives caracteritzada per la preséncia de picnosis i vacuolitzacid. Aquestes caracteristiques
indiquen que les neurones grans sensitives han iniciat un procés de degeneracid i mort cel-lular a
través de necrosi o apoptosi tal com s’ha vist que succeeix en diversos desordres
neurodegeneratius (623-625). L’administraci6 intratecal del vector rAAV9-FXN va demostrar
prevenir I’aparicié de picnosi i la vacuolitzacié en les neurones grans sensitives dels DRG. De
manera que I’increment dels nivells de frataxina que s’han demostrat en aquest estudi degut al
tractament de terapia génica, eviten el procés de neurodegeneracio cel-lular en aquest teixit en els

ratolins YGS8R fins almenys els 14 mesos d’edat.

En la medul-la espinal lumbar dels ratolins YG8R als 14 mesos d’edat, la neurodegeneracio es va
determinar per la pérdua de densitat neuronal, sobretot de neurones grans, en el nucli dorsal de la
columna posterior, coincidint amb la neurodegeneracio que manifesten els pacients amb FRDA
(34). L’administraci6 intratecal amb el vector viral rAAV9-FXN va demostrar ser eficient per
prevenir la neurodegeneracio en aquesta regio de la medul-la espinal. De manera que I’increment
de frataxina degut al tractament de terapia génica evita la pérdua de les neurones grans sensitives
en el nucli dorsal de la columna posterior de la medul-la espinal, les quals reben els axons dels
DRG i envien la informacio sensitiva i propioceptiva inconscient al cerebel (34), correlacionant
amb la prevencio propioceptiva que s’havia observat en I’analisi de la marxa dels ratolins YG8R

administrats amb el vector rAAV9-FXN, i en el conjunt de 1’afectacid fenotipica sensitiva.
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En el cerebel, I’administraci6 intratecal del tractament de terapia génica amb el vector viral
rAAV9-FXN va prevenir I’aparici6 de la neurodegeneracié i I’inici de mort cel-lular per apoptosi
de les neurones grans del nucli dentat cerebel-10s dels ratolins YG8R als 14 mesos d’edat. Aquesta
neurodegeneracid va consistir concretament amb 1’aparicié de cromatolisi en les neurones grans
del nucli dentat, ja que mostraven una pérdua de tincié que indicava la disgregacié dels cossos de
Nissl, i a més presentaven un lleuger increment de la seva mida. Aquestes caracteristiques
neuropatologiques van suggerir un inici de neurodegeneracié precursora de mort neuronal per
apoptosi de les cél-lules grans del nucli dentat cerebel-16s dels ratolins YG8R als 14 mesos d’edat
(272,626-630). La neurodegeneracié que es descriu en aquesta tesi en el cerebel dels ratolins
YG8R és diferent a la que s ha descrit que presenten els pacients amb FRDA, els quals manifesten
sobretot una pérdua de les neurones grans glutamatérgiques del nucli dentat (34). La
neurodegeneracio en el cerebel dels pacients amb FRDA apareix en un estadi ja avancat de la
malaltia, la qual cosa justifica que en els ratolins YG8R pugui ser inexistent abans dels 14 mesos
d’edat (289), i sigui lleu a aquesta edat, ja que no s’arriben a perdre les neurones grans del cerebel,
degut a la progressio lenta i severitat moderada de la malaltia que s’ha descrit que presenta en
general el model YG8R (192,289). En definitiva, el tractament amb el vector rAAV9-FXN va
demostrar ser efica¢ per prevenir I’aparicié de la cromatolisi i I’increment de la mida de les
neurones grans del nucli dentat cerebel-10s, i per tant, va evitar la neurodegeneracié que s’havia

identificat en el cerebel dels ratolins YG8R fins als 14 mesos d’edat.

En nervis periférics com els de les arrels dorsals de ratolins YG8R de 14 mesos d’edat, la
neurodegeneracié es va caracteritzar en aquest estudi mitjancant microscopia electronica de
transmissio, per una disminucio de la mida dels axons i la pérdua de la mielina que els cobreix.
En comparaci6 amb el que succeeix en els nervis periféerics dels pacients amb FRDA, els ratolins
YGB8R no van evidenciar una disminucié del nimero total d’axons, ni tan sols la pérdua dels axons
grans, pero si que es va identificar la disminucié en la mida dels axons i la desmielinitzaci6 que
també exhibeixen de manera similar els pacients amb FRDA (44-49), indicant que tenen el mateix
tipus de neurodegeneracié degut a la perdua de frataxina, perd amb menys severitat almenys als
14 mesos d’edat. El tractament de terapia genica amb el vector rAAV9-FXN va demostrar ser
efica¢ per prevenir la neurodegeneracid identificada en les arrels dorsals dels ratolins YG8R,
evitant I’atrofia axonal i la desmielinitzacio almenys fins als 14 mesos d’edat. Aquesta prevencio
de la neurodegeneracio a nivell cel-lular dels nervis periféerics, en aquest cas, de les arrels dorsals,
va correlacionar amb els resultats obtinguts en 1’avaluacio de la polineuropatia sensitiva en els
estudis de conducci6 nerviosa realitzats per electrofisiologia del nervi caudal de la cua, tot i no
analitzar-se directament el mateix nervi periferic, per la indisponiblitat anatomica que tenen els
nervis de les arrels dorsals. De manera que I’increment d’expressi6 de frataxina en el general dels

nervis periférics, tal com es va veure per exemple en el nervi ciatic, degut a I’administracio
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intratecal de rAAV9-FXN, va demostrar mantenir la mida dels axons i la quantitat de mielina,
correlacionant amb el manteniment de 1’amplitud del potencial d’acci6 sensitiu del nervi periféric

caudal als 14 mesos d’edat, tal com es va veure en I’estudi d’electrofisiologia.

Interessantment, en 1’interior dels axons de les arrels dorsals dels ratolins YG8R es van observar
mitocondries amb una morfologia anormal, caracteritzades per un engrandiment de la mida, la
matriu mitocondrial buida i les crestes disgregades i acumulades en els pols de la mitocondria.
Aquesta morfologia mitocondrial anormal presentava les mateixes caracteristiques a les que
s’havien identificat en aquesta tesi en les cél-lules fibroblasts de pacients amb FRDA en I’analisi
tridimensional per criomicroscopia tomografica de raigs X en el sincrotrd6 ALBA. Aix0 va
suggerir que la deficiéncia de frataxina causa una morfologia mitocondrial patologica comuna en
diferents tipus cel-lulars tant d’humans com de ratoli. Les arrels dorsals dels ratolins tractats
intratecalment amb el vector viral rAAV9-FXN no van mostrar aquestes mitocondries
morfoldgicament anormals, sind que van demostrar mantenir les crestes i una matriu densa. De
manera que I’increment de frataxina que proveeix el tractament, prevé la pérdua estructural i
morfologica de les mitocondries en els axons de les arrels dorsals dels ratolins YG8R als 14 mesos

d’edat, indicant una millora terapéutica de la neurodegeneracio a nivell cel-lular en aquest teixit.

En aquest estudi es va determinar una cardiomiopatia en el model de ratoli YG8R als 14 mesos
d’edat caracteritzada per un engrossiment significatiu de la paret del ventricle esquerra i
I’acumulacié de diposits de ferro en la paret del ventricle esquerra. Comparativament aquestes
caracteristiques patologiques son similars a les que es manifesten en alguns pacients amb FRDA
en estadis inicials de la cardiomiopatia, ja que aquests presenten un engrossiment de les parets del
ventricle esquerra, degut a la hipertrofia dels cardiomiocits i I’acumulaci6 de diposits de ferro
(8,10,34,57,61). En canvi, les caracteristiques patologiques que es mostren en el cor dels pacients
en un estadi més avancat de la malaltia, com I’increment del volum del ventricle esquerra, la
fibrosi i la mort dels cardiomiocits que impedeixen el correcte bombeig de la sang, no es van
identificar en el cor dels ratolins YG8R als 14 mesos d’edat. Per tant, donat que en aquest estudi
Gnicament s’han identificat les caracteristiques patologiques inicials de la cardiomiopatia que
tenen els pacients, als 14 mesos d’edat dels ratolins, la qual és una edat avancada; sumat al fet
que a diferencia dels pacients, el model de ratoli YG8R té una esperanca de vida normal, i per
tant, no presenta mort prematura degut a la cardiomiopatia (192), indica que aquesta patologia
cardiaca tot i estar present en els ratolins YG8R, no és molt severa, la qual cosa explica la
tendencia a I’engrossiment no significativa de la paret del septe interventricular. Addicionalment,
en aquest estudi es va demostrar 1’acumulacié de diposits de ferro en el cor dels ratolins YG8R
als 14 mesos d’edat, una edat més prematura a la que s’havia descrit fins ara en aquest model de

ratoli, identificada tan sols en un estudi, als 18 mesos d’edat (631).
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L’administracio6 intratecal del vector rAAV9-FXN en els ratolins YG8R va demostrar la capacitat
de transducci0 sistémica i expressié de frataxina en el cor, tal com es va veure en I’assaig de
bioluminescéncia i la quantificacié d’ARNm de frataxina recombinant. Aix0 va fer que aquesta
estratégia de terapia génica fos capag de prevenir la cardiomiopatia, evitant I’increment del gruix
de la paret del ventricle esquerra i reduint I’acumulacié de diposits de ferro en el teixit cardiac
dels ratolins YG8R almenys fins als 14 mesos d’edat. Aquests efectes terapéutics suggereixen
que I’increment de frataxina en el cor redueix I’acumulacio6 de ferro i per tant promou la formacié

dels centres Fe-S en els cardiomidcits del ventricle esquerra.

Per tant, I’administracio intratecal del vector viral rAAV9-FXN realitzada en els ratolins YG8R
a les 10 setmanes d’edat va demostrar eficacia terapeutica per prevenir la neuropatologia i
cardiomiopatia caracteristiques de I’ataxia de Friedreich almenys fins als 14 mesos d’edat en

aquest model de ratoli.

Prevencié de la disfuncié mitocondrial del ratolins YG8R administrats intratecalment amb el
vector rAAV9-FXN.

La patologia molecular identificada en aquest estudi es va caracteritzar per la disminuci6 de
I’activitat dels complexos I i II de la cadena transportadora d’electrons (ETC) en els DRG dels
ratolins YG8R als 14 mesos d’edat. En aquest cas, el tractament amb el vector viral rAAV9-FXN
va prevenir significativament la disminucié de 1’activitat del complex I de la ETC, i també, tot i
que no de manera significativa, va demostrar una tendéncia per mantenir 1’activitat del complex
Il en els DRG lumbars dels ratolins YG8R fins als 14 mesos d’edat. Aquest efecte terapeutic en
I’activitat dels complexos I i II de la ETC va suggerir que I’increment dels nivells de frataxina
proporcionats pel vector rAAV9-FXN en els DRG, promou la formacid de centres Fe-S en la
mitocondria, necessaris per a que les proteines que formen els complexos I i Il de la ETC
desenvolupin la seva activitat, contribuint a la millora funcional de la mitocondria, tal com s’ha
descrit que succeeix quan s’incrementa els nivells de frataxina, en models cel-lulars in vitro que
en son deficitaris (19,233).
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Les conclusions d'aquesta tesi doctoral sén les seglients:

1.

La regulaci6 del gen FXN és complexa tal com es prova que s hagi identificat 20 possibles
Ilocs nous d’unio per a 10 factors de transcripci6 diferents, anteriorment no descrits, entre la
regio promotora de 5 kb i I’intré 1 del gen FXN; i 95 possibles noves dianes d’unié d’ARNmi
localitzades majoritariament en els primers 400 pb de la regié 3’UTR del gen.

S’ha determinat que €s necessari augmentar entre 22-25% els nivells d’expressio d’ARNm
de frataxina, i incrementar com a minim un 11% els nivells d’expressi6 de proteina frataxina
en les cél-lules dels pacients amb FRDA per arribar als nivells d’expressio no patologics que
presenten les cél-lules en els individus portadors asimptomatics, i aixi, tenir un efecte
potencialment terapéutic que permeti tractar a nivell molecular, cel-lular i fenotipic I’ataxia

de Friedreich.

L’estudi amb criomicroscopia tomografica de raigs X, aplicada per primera vegada a l'ataxia
de Friedreich, va demostrar que les cél-lules fibroblasts dels pacients amb FRDA presenten
un increment significatiu de mitocondries amb una alteracié morfoldgica que es caracteritza
per un engrandiment de la mida, de practicament el doble del volum, juntament amb la
disrupcid de les crestes i la membrana interna mitocondrials, les quals s’acumulen en els pols
de la mitocondria, deixant la matriu buida, i obtenint conseqiientment una morfologia

mitocondrial anormal, disfuncional i patologica.

El vector recombinant que conté la seqiiencia de I’ ADN codificant de la isoforma 1 canonica
de la frataxina, juntament amb els elements reguladors del promotor huma de la fosfoglicerat
quinasa 1 (PGK), la sequéncia Kozak, I’ element regulador posttranscripcional del virus de la
hepatitis de la marmota americana (WPRE) i la senyal de poliadenilaci6é de la hormona de
creixement bovina (bGH PA) va demostrar ser eficient per expressar la proteina frataxina en
cel-lules humanes i de ratoli, en uns nivells dins d’un rang fisiologic segur, no toxic, similar

als endogens no patologics i per tant amb potencial terapeutic.

Una Unica administracio6 intratecal del vector viral rAAV9-FXN en el model de ratoli YG8R
a les 10 setmanes d’edat ha demostrat una amplia biodistribucio i capacitat de transduccio6
cel-lular en teixits del sistema nervids periféric i central, aixi com en teixits sistémics,
proporcionant una expressio de frataxina recombinant de Ilarga durada fins almenys 22 mesos
després de I’administracid, i en uns nivells dins d’un rang fisiologic segur, no tOXics i
potencialment terapéutics per incrementar els nivells endogens deficients de frataxina a uns

nivells no patologics.

L’administracié Unica i intratecal del vector viral rAAV9-FXN ha demostrat prevenir la

polineuropatia sensitiva, mantenir el reflex d’agafada i evitar I’afectacié de la coordinacio
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motora, de lamarxa i de la propiocepcio en el model de ratoli YG8R amb ataxia de Friedreich

almenys fins als 14 mesos d’edat.

7. L’administraci6o intratecal del vector viral rAAV9-FXN ha demostrat prevenir la
neuropatologia caracteristica de 1’ataxia de Friedreich en el model de ratoli YG8R, evitant la
neurodegeneracio cel-lular en els DRG, en el nucli dorsal de les columnes posteriors de la
medul-la espinal, en el nucli dentat del cerebel i en nervis periférics com els de les arrels

dorsals fins almenys 12 mesos després de 1’administracié del tractament.

8. L’administracié intratecal del vector viral rAAV9-FXN ha demostrat prevenir la
cardiomiopatia caracteristica de 1’ataxia de Friedreich, evitant I’engrossiment de les parets
ventriculars del cor i reduint I’acumulacié de diposits de ferro en els cardiomiocits dels

ratolins YG8R almenys fins als 14 mesos d’edat.

9. L’administracié intratecal del vector viral rAAV9-FXN va prevenir la disfuncié mitocondrial
en els DRG dels ratolins YG8R fins als 14 mesos d’edat.

En conclusid, els resultats obtinguts en aquesta tesi demostren 1’eficacia terapéutica a llarg termini
de I’administraci6é Unica intratecal del vector viral rAAV9-FXN per prevenir, aturar i tractar a
nivell preclinic els signes fenotipics, cel-lulars i moleculars caracteristics de 1’ataxia de Friedreich
en un model de ratoli de la malaltia. Aquests resultats proporcionen una nova prova de concepte
i justifiquen la potencialitat terapéutica d’aquesta estratégia de terapia génica basada amb el vector

rAAVI-FXN generat per al tractament dels pacients amb ataxia de Friedreich.

A conseqiiencia dels resultats exitosos obtinguts en aquest estudi i que s’han exposat en aquest
treball es va sol-licitar una patent internacional (W02019076973A1) i obtenir un informe de
patentabilitat positiu per la oficia europea de patents (EPO), actualment sotmesa en fases
nacionals a Australia, Canada, Corea del Sud, Estats Units, Jap6, Regne Unit, Uni6é Europea, i
Xina, per tal de protegir aquesta nova estrategia de terapia génica. A més, es va establir I’spin-off
Biointaxis S.L. al 2018, a la que es va llicenciar la tecnologia amb 1’objectiu de desenvolupar i
implementar aquest tractament de terapia génica en assajos clinics en pacients amb I’ataxia de

Friedreich.
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