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Alfa-aminoadipic semialdehid sintasa
Virus adenoassociat

AAV recominant

3-cetoacil-CoA tiolasa
Acetoacetil-CoA tiolasa

Adenovirus

Aciduria glutarica tipus 1

Aciduria glutarica tipus 3

Argonaute 2

Alfa-aminoadipic semialdehid deshidrogenasa
Fosfatasa alcalina

Aciddria 2-aminoadipica i 2-oxoadipica
Acid a-oxoadipic

Oligonucleotids antisentit
Antiquitina

Barrera hematoencefalica

Parell de bases

Albumina sérica bovina
Glutarilcarnitina

DNA complementari

Crisi encefalopatica aguda

Comite Etic d’Experimentacié Animal
Cisterna magna

Citomegalovirus

Coenzim A

L-cristal-lina/ketimina reductasa
Liquid cefalorraquidi

Subunitat E1 deshidrogenasa i domini de transcetolasa que
conté la proteina 1

Acid desoxiribonucleic
Desoxiribonucleotid

DNA de doble cadena

RNA de doble cadena

Ditiotreitol

Enoil-CoA hidratasa

Epilepsia dependent de la piridoxina
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Abreviacions

EMA
Exp5
F FAD
FBS
FDA
FLuc
Fw
G GA
GAPDH
GCA
GCDH
GFAP

H&E
HADH
HGMD
hiPSC
HLD
HLD

I ICM
ICV
IDT

[P
iPSC
iRNA
IT

ITR
IV

Kg
KI
KO

LKR
LOVD
Lys

MAAP
MBP
MDA
mg
min
miRNA

Agencia Europea del Medicament
Exportina 5

Dinucleotid de flavina-adenina
Serum fetal bovi

Food and Drug Administration
Firefly luciferasa

Forward

Acid glutaric
Gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa
Acid glutaconic

Glutaril-CoA deshidrogenasa
Proteina acidica fibril-lar glial
Genomes virals

Hores

Hematoxilina&Eosina
3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa
Human gene mutations database
Cel-lules mare humanes pluripotents induides
Dieta alta en lisina

Dieta alta en lisina

Intracisterna magna
Intracerebroventricular
Integrated DNA Technologies
Intraprenquimal

Cel-lules mare pluripotents induides
RNA d’interferencia

Intratecal

Repeticié terminal invertida
Intravenosa

Kilobase

Kilogram

Knock in

Knock out

Medi Luria-Bertani
Lisina-cetoglutarat reductasa
Leiden OpenVariation database
Lisina

Molar

Proteina AAV associada a la membrana
Proteina basica de mielina
Malondialdehid

Mil-ligram

Minuts

microRNA
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mL
mm
mM

MMH
MMLV-RT

MRM
mRNA
NeuN
NGS
nm

nt

°C
OGDH
ORFs
p-value
P1

P15
P30
P6C
PBS
PCGF3
PCN
PCR
PFA
PHYKPL
PIPOX
PLP
poliA
gPCR
RASSF4
Rev
RISC
RLuc
RNA
ROS

S

SD
SDH
SDS
SEM
SFDA
shRNA
siRNA

Abreviacions

Mil-lilitre

Mil-limetre

Mil-limolar

Malalties metaboliques hereditaries

Transcriptasa inversa del virus de la leucémia murina
Moloney

Multiple reaction monitoring

RNA missatger

Antigen nuclear neuronal

Seqlienciacié massiva o de nova generacio
Nanometres

Nucleotids

Grau Celsius

Oxoglutarat deshidrogenasa

Marcs oberts de lectura

Valor de probabilitat

Dia 1 post-natal

Dia 15 post-natal

Dia 30 post-natal

A1l-piperideine 6-carboxilic

Tampé fosfat sali

Anular 3 del grup Polycomb

Programes de cribratge neonatal

Reaccié en cadena de la polimerasa
Paraformaldehid

5-fosfohidroxi-L-lisina fosforilasa

Acid pipecolic oxidasa

Piridoxal 5'-fosfat

Poliadenilacio

Reaccié en cadena de la polimerasa quantitativa
Membre 4 de la familia del domini d'associaci6 Ras
Reverse

Complex d’induccié al silenciament del RNA
Renilla Luciferasa

Acid ribonucleic

Especies reactives d’oxigen

Segons

Dieta estandard

Sacaropina deshidrogenasa

Sodi dodecil sulfat

Error estandard mig

State Food and Drug Alimentation
Forqueta curta de RNA

Sequiéncies petites d'interferencia de RNA
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Abreviacions

=<

SNC
ssDNA
SUGCT
TA
TBS
TBS-T
TCA
TEMED
U
UPLC-
MS/MS
VP

WT

Hg

uL

uM

Sistema nervios central

DNA de cadena Unica
Succinil-CoA:glutarat-CoA transferasa
Temperatura ambient

Solucié salina tamponada amb Tris

Solucié salina tamponada amb Tris i Tween 20
Acid tricarboxilic

Tetrametiletilendiamina

Unitats enzimatiques

Ultra cromatografia liquida d’alta resoluci6 acoblada a
espectrometria de masses en tandem

Proteina viral
Wild-type
micrograms

microlitres
micromolar
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Presentaci6

PRESENTACIO

L'aciduria glutarica tipus 1 (AG1) és una malaltia metabolica hereditaria causada
per la deficiencia enzimatica de glutaril-CoA deshidrogenasa (GCDH), una proteina
implicada en el catabolisme de la lisina, el triptofan i la hidroxilisina. La deficiéncia
de GCDH, dona lloc a 'acumulacié de glutaril-CoA i dels seus derivats dicarboxilics:
I'acid glutaric (GA) i el 3-hidroxiglutaric (3-OHGA). Aquests es concentren
principalment al sistema nerviés central (SNC), provocant alteracions
neurologiques associades a lesions irreversibles en la regio estriatal i trastorns del
moviment, que acaben sent inhabilitants per als pacients. El debut clinic de la
malaltia es dona principalment entre els 3 i 36 mesos d’edat, iniciant-se amb una
crisi encefalopatica aguda (CEA) que sorgeix d’'un esdeveniment precipitant com ara

un episodi de febre, infeccions o dejuni, entre d’altres.

Actualment, I'AG1 es pot detectar de forma preco¢ ja que es troba inclosa al
Programa de Cribratge Neonatal (PCN) de molts paisos. Tanmateix, actualment no
existeix cap tractament curatiu per a la malaltia. La Uinica opcié terapéutica és una
dieta preventiva, basada principalment en una restriccié dietetica de lisina i la
suplementacié amb carnitina, aixi com amb la prevencié del catabolisme en
moments critics. D’aquesta manera s’aconsegueix prevenir I'aparici6 del dany
estriatal en dos tercos dels pacients, pero tot i mantenir una bona adherencia a la
dieta, encara hi ha un nombre significatiu de pacients que desenvolupen crisis
encefalopatiques, donant lloc a alteracions psicomotores greus i permanents. A més,
una de les principals limitacions d’aquesta terapia metabolica és que la lisina no es
pot restringir per complet de la dieta degut a que es tracta d’'un aminoacid essencial.

S'evidencia aix{, la necessitat de desenvolupar noves terapies eficaces per a I'AG1.

Aquesta tesi proposa 'exploracié de la inhibici6 de la via del catabolisme de la lisina
com a possible estrategia terapeutica per a I’AG1. Concretament, el silenciament de
I'enzim 2-aminoadipic semialdehid sintasa (AASS) com a terapia de reducci6 de
substrat amb l'objectiu de disminuir la generaci6, i conseqtient, acumulacié dels

metabolits neurotoxics.
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En un primer bloc experimental, s’ha desenvolupat I'estrategia de terapia genica
basada en la inhibicié de '’enzim AASS mitjangant un microRNA artificial (miRNA,
per les seves sigles en angles) dirigit al transcrit de I'’AASS. La validaci6 en linies
cel-lulars humanes i murines ha permes seleccionar un miR_AASS amb eficiéncia i

especificitat per al silenciament de I’AASS.

En un segon bloc, per tal d’avaluar in vivo el potencial terapéutic del miR_AASS
encapsidat en un virus adenoassociat 9 (AAV9_miR_AASS), s’ha treballat amb
ratolins Gedh~~ com a model animal de I’AG1. L’estudi de la utilitzacié de diferents
serotips d’AAV9, vies i periodes d’administracié, ha demostrat que 'administracié
sistemica de '’AAV9_miR_AASS en periode neonatal, és aquella que permet induir de
manera optima el silenciament de I’AASS al nucli estriat, la principal estructura
cerebral afectada a ’AG1. En estudis a un i sis mesos post-tractament, s’ha observat
la reduccid de I'expressio de proteina AASS, i conseqiientment, un efecte terapeutic
en la disminuci6 de 'acumulacié de metabolits neurotoxics en el nucli estriat i teixits

periférics.

En condicions de sobrecarrega de lisina, en les que s’indueix un fenotip sever en el
model de ratoli AG1, I'administraciéo intravenosa de I'’AAV9_miR_AASS rescata
I'acumulacié de metabolits neurotoxics a la regié estriatal, fins als sis mesos post-
tractament. Mentre que en aquestes condicions el model de ratoli AG1 mostra
alteracions neuropatologiques que recapitulen el fenotip clinic huma,
I'administracié de ’AAV9_miR_AASS proporciona un efecte neuroprotector enfront
lalesio estriatal, fins a recuperar-ne la perdua de pesila supervivencia, compromesa

per I'exposicio a dieta alta en lisina.

Aixi doncs, els resultats d’aquesta tesi mostren que la inhibici6 del catabolisme de la
lisina, en concret de I’AASS, a través de '’AAV9_miR_AASS prevé la induccié de les
principals alteracions patologiques en ratolins Gcdh~~, suggerint el seu potencial

terapeutic per a I'AG1.
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1.1. Malalties metaboliques hereditaries

Les malalties metaboliques hereditaries (MMH) s6n un grup heterogeni de trastorns
minoritaris d’origen geneétic. Es caracteritzen per mutacions en gens que codifiquen
per a proteines implicades en diverses funcions del metabolisme cel-lular, alterant
el seu correcte funcionament i donant lloc a desequilibris en el metabolisme del
organisme, causant manifestacions cliniques en l'individu (Ferreira & van

Karnebeek 2019).

El concepte de malalties metaboliques hereditaries, o també anomenat errors
congenits del metabolisme, va ser introduit per primera vegada per Sir Archibald
Garrod l'any 1902 en els seus estudis sobre alcaptonuria (Garrod, 1902).
Posteriorment, al 1909, descrivia I'observacié de quatre entitats paradigmatiques:
albinisme, alcaptonuria, cistindria i pentosutria; els pacients de les quals presentaven
anomalies quimiques que es transmetien familiarment seguint les lleis de Mendel

(Garrod, 1909; Weatherall, 2008).

D’enca a 'actualitat, el nombre de MMH descrites ha anat en augment, en especial
degut a la irrupcié de la seqiienciaci6 massiva o de nova generacié (NGS, per les
seves sigles en angles). Les MMH es diferencien d’altres malalties genetiques
hereditaries, per tenir un fenotip metabolic, és a dir un perfil alterat de metabolits
en fluids biologics, alteracions en el funcionament de diferent tipus de proteines,
aixi com alteracions a nivell cel-lular, que permeten orientar-ne el diagnostic
(Saudubray & Garcia-Cazorla, 2018). No obstant aixo0, tot i que I'existencia d'un
fenotip bioquimic va definir originariament les MMH, I'aparici6 i la implementacid
del NGS ha donat lloc a la descripcié d’'un gran nombre de noves patologies que, tot
i afectar les diferents vies metaboliques, no presenten alteracions bioquimiques
identificables mitjancant les proves de diagnostic convencionals. Conseqiientment,
ha sorgit la necessitat d’'una millor caracteritzacié i classificaci6 diferencial

d’aquestes patologies.

Una recent classificacié liderada per un consorci d’especialistes internacionals
(ICIMD), ha permes classificar els 1.450 trastorns que s’han descrit fins ara en 24
categories, dividides en sis subcategories principals: deficiencies del metabolisme

intermediari, deficiéncies del metabolisme i transport lipidic, deficiencies del
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metabolisme dels compostos heterociclics, deficiencies del metabolisme de les
molecules complexes i dels organuls, deficiéncies del metabolisme dels cofactors i
els minerals i deficiencies de la senyalitzacié cel-lular metabolica (Ferreira et al.,
2021). Aquesta nova definicié inclou qualsevol malaltia genética primaria per a la
qual I'alteraci6 d’una ruta bioquimica és intrinseca als seus trets bioquimics, clinics
i/o fisiopatologics especifics, independentment de I'existéncia o no d’alteracions
bioquimiques detectables mitjangcant les proves de diagnostic disponibles
actualment. En aquest sentit, cal tenir present que 1'evolucié de les tecnologies
omiques, especialment de la metabolomica, ha permeés descobrir retrospectivament
biomarcadors especifics per a algunes malalties, el que ha permes incrementar el
coneixement de la seva fisiopatologia, aixi com establir meétodes per al seu

diagnostic.

Les MMH presenten una heréncia monogenica mendeliana, generalment autosomica
recessiva, tot i que també existeixen casos d’herencia autosomica dominant o
d’heréncia lligat al cromosoma X. Tanmateix, existeixen malalties causades per
alteracions al DNA mitocondrial que sén heretades per via materna. Aquestes
malalties tenen una prevalenga global aproximada de 1/800 a 1/2500 naixements,
mentre que la prevalenca individual de cada una de les MMH oscil-la entre 1-10 de
cada 100.000 nascuts vius, considerant-se aixi malalties minoritaries (Ferreira &

van Karnebeek 2019).

Les MMH presenten un ampli ventall de manifestacions cliniques que poden
implicar qualsevol organ o sistema, i que varien segons el tipus de trastorn i la
gravetat de la mutacié. Alguns simptomes freqiients inclouen retard del
desenvolupament, discapacitat intel-lectual, trastorns del comportament,
convulsions, acidosi metabolica, malaltia hepatica i muscular, aixi com alteracions
del sistema nervids, entre altres. Que en ultim terme, poden provocar una reduccié
important de la qualitat de vida dels individus afectes fins a conduir a una mort

prematura.

L'edat d’aparicio i la severitat clinica de les MMH varien significativament d'una
entitat a una altra, de manera que es poden trobar des de formes extremadament

greus, incloent presentacions prenatals, fins a formes més lleus de presentacid
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adulta, i fins i tot algunes deficiéncies asimptomatiques. Tanmateix, en el 80% dels

casos el debut es dona en edat pediatrica.

El tractament de les MMH depén de cada entitat o grup de patologies. Encara que no
existeix una cura per a moltes d’aquestes, algunes disposen de terapies pal-liatives
que ajuden a millorar els simptomes i la qualitat de vida dels pacients. En alguns
casos, els tractaments disponibles poden millorar drasticament el curs natural de la
malaltia i ’evolucio clinica dels pacients. El principal objectiu dels tractaments per a
MMH és el de revertir les alteracions bioquimiques provocades pel defecte metabolic
primari. Lenfocament de les diferents estrategies terapéutiques té un espectre molt
ampli: des de la modulacié dietetica, suplementacié de productes i/o cofactors
enzimatics, fins a terapia de reemplacament enzimatic, terapia cel-lular i genica

(Ginocchio & Brunetti-Pierri 2016).

El diagnostic de les MMH pot ser complex degut a la gran heterogeneitat geneética i
clinica que presenten aquestes entitats. Davant de la sospita clinica d'una MMH, el
diagnostic classic s’inicia amb l'analisi de metabolits o la mesura d’activitats
enzimatiques en fluids biologics, cel-lules o cultius cel-lulars derivats de biopsia de
pell o d’altres mostres de teixit. Posteriorment, es realitzen estudis genetics dirigits
al gen o gens associats al fenotip bioquimic detectat per tal d’assolir el diagnostic
definitiu. Tanmateix, aquest protocol de diagnostic no sempre és efectiu, ja sigui
perque una determinada MMH no disposa de biomarcadors especifics, o perque el
nombre de proves a realitzar o el nombre de gens candidats a estudiar és molt elevat,
el que fa que l'estudi geneétic es realitzi inicialment. Aixi mateix, també es poden
realitzar estudis prenatals, tot i que per a unes poques MMH es poden realitzar
proves bioquimiques en liquid amniotic o vellositats per al diagnostic prenatal, la

gran majoria requereixen estudis genetics par a aquesta finalitat.

Per a moltes MMH amb tractament o intervenci6 clinica disponible, 'obtencié d'un
diagnostic rapid i precis és essencial per evitar seqieles irreversibles. Per aquest
motiu, ja des de la decada dels anys 60, es van implementar els primers programes
de cribratge neonatal (PCN) bioquimic per a la detecci6 precog d’algunes d’aquestes
malalties amb tractament disponible (Woolf & Adams, 2020). Aquests programes

han evolucionat al llarg del temps, incorporant progressivament un nombre creixent
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de malalties, i reduint-ne la morbiditat i la mortalitat d’aquestes (Vernon, 2015). No
obstant aixo0, el nombre de malalties incloses és limitat, i actualment només es criben
unes 60 entitats, les quals presenten algun biomarcador bioquimic o molecular que
es pot detectar de manera senzilla i eficient (la Marca et al., 2023; Loeber et al,,

2021).
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1.2. Malalties del metabolisme de la lisina

Les malalties del metabolisme de la lisina son MMH causades per defectes
enzimatics en la via del catabolisme de la lisina. Aquest, és un aminoacid essencial
per als humans, que no es pot sintetitzar de manera endogena, i per tant, s’ha de
consumir en quantitats adequades en la dieta, per tal de poder mantenir una sintesi

optima de proteines (Matthews, 2020).

La degradacié de la lisina es duu a terme mitjancant dues vies: la via de la sacaropina
i la de I'acid pipecolic. La via de la sacaropina és considerada la principal via de
degradacid, la qual consta de nou reaccions enzimatiques que tenen lloc a la
mitocondria. Pel que fa la via de I'acid pipecolic, és la via alternativa de degradacio i
a nivell molecular esta poc caracteritzada, consta de cinc reaccions localitzades en
diferents compartiments cel-lulars. Les dues vies de degradaci6 s6n independents i
convergeixen en el tercer pas de la degradacio de la lisina per la via de sacaropina. A
més, la hidroxilisina i el triptofan també s’incorporen a la mateixa via metabolica
seqliencialment, produint metabolits posteriors (Figura 1.1) (Bouchereau & Schiff

2020; Chang 2023).

Fins aquests darrers anys, s’havia considerat la via de sacaropina com aquella
utilitzada majoritariament en els teixits extracerebrals, mentre que la via de 'acid
pipecolic es considerava que es duia a terme principal en cervell. Tanmateix, estudis
recents han demostrat que la ruta principal del catabolisme de la lisina en cervell
continua sent la via de sacaropina a través de I’enzim bifuncional, I'alfa-aminoadipic
semialdehid sintasa (AASS) (Bouchereau & Schiff 2020; Crowther et al. 2019; Pena
etal. 2017).

La via de la degradacio de la lisina és clinicament rellevant a causa de la presencia
de dues MMH amb trastorns neurometabolics greus: I'epilepsia dependent de la
piridoxina (EDP) i I'aciduria glutarica tipus 1 (AG1), sent aquesta ultima la malaltia
objecte d’aquesta tesi. A més, també hi ha l'existencia de tres trastorns que afecten a
la degradaci6 de la lisina sense conseqiiencies cliniques greus, sent la majoria dels
pacients asimptomatics, aquests son la hiperlisinémia, I'aciddria 2-aminoadipicai 2-

oxoadipica (AMOXAD) i I'aciduria glutarica tipus 3 (AG3). Cal destacar, que totes
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elles tenen un patré d’heréncia autosomic recessiu (Chang, 2023; Leandro & Houten,

2020).

L-TRIPTOFAN L-HIDROXILISINA L-LISINA ------------==--=-> Acid 2 - Oxo-6-
amino hexanoic
v @ j
a- .~
cetoglutarat Acid piperideine - 2
Acid quinurénic Fosfohidroxilisina - carboxilic
CRYM
Sacaropina Acid pipecblic
PHYKPL AASS ’f@ PIPOX\LT
Acid 3-hidroxi- 2- Aminoadipic -6 —— > Acid piperideine -
antranilic semialdehid espontani 6- carboxilic

ALDH7A1 )(’@

Acid 2- Aminoadipic

SamnY J, Via acid
Acid 2-aminomucénic Acid 2 - Oxoadipic pipecolic
DHTKD1/0GDH )(’@
Glutarilcarnitina €<—— Glutaril - CoA Acid glutaric

GCDH J{'@ SUGCT

Glutaconil - CoA ———> Acid glutacénic

GCDHJ{@ l

Crotonil - CoA Acid 3-
ECHS1 \l’ hidroxiglutaric

3 - Hidroxibutiril - CoA

HADH \L

Acetoacetil - CoA

ACAT1/ACAA2 lT Via

sacaropina
Acetil - CoA

Figura 1.1. Representaci6 esquematica de les vies del catabolisme de la lisina, el triptofanila
hidroxilisina i dels trastorns que es deriven del bloqueig de la via degut als defectes
enzimatics. La lisina es degrada mitjancant la via sacaropina o la via de 1'acid pipecolic. En blau:
principals enzims que prenen part de la via del catabolisme de la lisina. Abreviatures: AASS, alfa-
aminoadipic semialdehid sintasa; ALDH7A1, alfa-aminoadipic semialdehid deshidrogenasa; AADAT,
alfa-aminoadipat aminotransferase; DHTKD1, subunitat E1 deshidrogenasa i domini de
transcetolasa que conté la proteina 1; OGDH, oxoglutarat deshidrogenasa; GCDH, glutaril-CoA
deshidrogenasa; SUGCT, succinil-CoA:glutarat-CoA transferasa; ECSH1, enoil-CoA hidratasa; HADH,
3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa; ACAT1, acetoacetil-CoA tiolasa; ACAA2, 3-cetoacil-CoA tiolasa;
CRYM, l-cristal-lina/ketimina reductasa; PIPOX, acid pipecolic oxidasa; PHYKPL, 5-fosfohidroxi-L-
lisina fosforilasa. En nimeros: trastorns derivats del bloqueig enzimatic de la via de degradacié de la
lisina. 1: hiperlisinemia, 2: epilepsia depenent de piridoxina, 3: acidiria 2-aminoadipica i 2-
oxoadipic, 4: aciduria glutarica tipus 1, 5: acidtria glutarica tipus 3. Figura adaptada de Bouchereau
& Schiff, 2020; Chang, 2023; Leandro & Houten, 2020.
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1.2.1. Hiperlisinémia

La hiperlisinemia (MIM #238700) és una MMH causada per defectes enzimatics a
I'alfa-aminoadipic semialdehid sintasa (AASS), un enzim mitocondrial que realitza
el primer pas de la degradaci6 de la lisina. Es caracteritza bioquimicament per

mostrar nivells elevats de lisina en fluids biologics (Houten et al., 2013).

LAASS és un enzim bifuncional format per dos dominis: el lisina-cetoglutarat
reductasa (LKR) i el sacaropina deshidrogenasa (SDH), ambdés codificats pel mateix
gen I'’AASS. Quan les mutacions genetiques afecten a I'activitat del domini LKR de
I'’AASS es dona hiperlisinemia tipus I, conduint a I'acumulaci6 de la lisina. Per contra,
si les mutacions afecten al domini SDH, aquestes provoquen hiperlisinémia tipus II,
també coneguda com a sacaropinuria, i es genera I'acumulaci6 de lisina i sacaropina

(Leandro & Houten 2020).

Es interessant destacar que la hiperlisinémia tipus I es considera una entitat
benigna, és a dir té fenotip bioquimic, pero no té significacié clinica. Les
conseqiiencies cliniques de la hiperlisinemia tipus II s’han relacionat amb un retard
del desenvolupament i discapacitat intel-lectual, tot i que l'escassetat de casos
diagnosticats i el fet que els individus descrits presentin un context genomic amb
altres alteracions, fan que la simptomatologia d’aquesta malaltia segueixi sent
quiestionable (S. M. Houten et al., 2013; Marinella et al., 2024). Tanmateix, estudis en
models ratoli han descrit que ratolins amb mutacions a LKR no tenen fenotip clinic
detectable, mentre que ratolins mutants SDH mostren danys mitocondrials,
deteriorament funcional al fetge, i un desenvolupament neuronal alterat. Suggerint
que I'acumulacié de sacaropina, pero no de lisina, és la responsable de I'aparicié del

fenotip clinic en hiperlisinemia tipus II (Guo et al., 2022a; Zhou et al., 2019).

Arran d’aquests descobriments, el domini LKR de I'AASS s’ha posicionat com a
possible diana terapeutica per a estudis de terapies de reduccié de substrat per a
MMH amb defectes a la via de degradacié de la lisina (Leandro & Houten, 2020).
Estudis recents han demostrat que en models ratoli d’AG1, la supressié de I'Aass
mitjangant la generaci6 de models Gcdh/-/Aass/-, condueix a la disminucié dels
nivells de metabolits acumulats en orina, fetge i cervell. Indicant que la inhibicié

farmacologica de I'AASS limita l'acumulacié de substrats acumulats pel defecte
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enzimatic que té lloc en I'AG1l, i posicionant aquesta estrategia com a via

prometedora per tractar 'AG1 i 'EDP (Barzi et al.,, 2023; Leandro et al., 2020).

1.2.2. Epilepsia dependent de piridoxina

L'epilépsia dependent de piridoxina (EDP; MIM #266100) és una MMH causada per
el defecte enzimatic a l'alfa-aminoadipic semialdehid deshidrogenasa (AASA),
altrament conegut com antiquitina (ATQ), proteina codificada pel gen ALDH7AI.
Mutacions en aquest gen donen lloc a I'acumulacié del substrat acid 2-aminoadipic-
6 semialdehid (AASA) i de la seva forma ciclica Al-piperideine 6-carboxilic (P6C) en
fluids biologics. Els diposits d’aquests metabolits condueixen a la inactivacié per
condensaci6 del piridoxal 5'-fosfat (PLP). Aquest fet impossibilita la formaci6 de la
seva forma activa coneguda com a piridoxina o vitamina B6, sent aquest un coenzim

essencial (Mills et al. 2006).

L'EDP és considerada una malaltia minoritaria, la seva incidéncia global oscil-la entre
1:65.000 i 1:250.000 naixements. Es presenta clinicament com una encefalopatia
epileptica amb un debut neonatal caracteritzada per la presencia de convulsions que
es poden controlar amb dosis farmacologiques de piridoxina. Malgrat el control
adequat d’aquestes, 1'espectre fenotipic de 'EDP és ampli, incloent una infinitat
d'epilépsies neurologiques que provoquen retard en el desenvolupament i
discapacitat intel-lectual en el 75% d’individus (Coughlin et al. 2019; van Karnebeek
etal. 2016).

Actualment, el tractament terapeutic disponible és I'anomenat triple tractament,
que es basa per una banda, en la suplementacié amb piridoxina per tal de controlar
les convulsions. I per altra banda, la suplementaci6 dietetica amb arginina i la
restriccio de lisina, per tal de limitar I'entrada de la lisina a la via de degradacio de
sacaropina. Aquesta aproximacié ha mostrat resultats prometedors, tot i que la
terapia no és capag de revertir certes lesions precoces, suggerint la necessitat d’'un
diagnostic i tractament precog per tal de millorar el deteriorament cognitiu de I’ EDP

(Coughlin et al., 2021, 2015).
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1.2.3. Aciduria 2-aminoadipica i 2-oxoadipica

L'aciduria 2-aminoadipica i 2-oxoadipic (AMOXAD; MIM #204750) és una MMH
causada per el defecte enzimatic a la subunitat E1 deshidrogenasa i domini de
transcetolasa que conté la proteina 1 (DHTKD1), isoforma de la oxoglutarat
deshidrogenasa (OGDH), codificada pel gen DHTKDI1. Mutacions en aquest gen
provoquen alteracions ala via de la degradacio de la lisina, hidroxilisina i el triptofan,
que es caracteritzen bioquimicament per I'acumulacié de I’acid alfa-oxoadipic (AO)

i l'acid alfa-aminoadipic (AA) (Danhauser et al., 2012).

Al llarg de la historia, s’han identificat una vintena de casos que han mostrat un
espectre molt ampli de presentacions cliniques, que inclouen des de subjectes
asimptomatics, a fenotips neurologics lleus o discapacitat intel-lectual severa.
Aquesta heterogeneitat posa de manifest la necessitat de futures investigacions per
tal d’entendre la variabilitat fenotipica, aixi com els mecanismes pels quals DHTKD1
contribueix a la neuropatologia de 'AMOXAD (Przyrembel et al., 1975; Stiles et al,,
2016).

El fet que la deficiencia de DHTKD1 provoqui un fenotip clinic nul o lleu en humans,
ha donat a lloc a que es plantegi la possibilitat d'utilitzar aquest enzim com a diana
terapeutica d’inhibicié farmacologica per a pacients amb AG1. Tenint en compte que
DHTKD1 és I'enzim de la via de degradacié de la lisina que se situa al pas previ del
defecte enzimatic de 'AG1. Biagosch i col-laboradors han explorat aquesta estrategia
per tal de reduir I'acumulacié de metabolits dicarboxilics neurotoxics en individus
amb AG1. Malgrat aixo, els resultats en models murins d’AG1 han suggerit que la
inhibici6 farmacologica de Dhtkd1 no és suficient per prevenir la manifestacio clinica

en el cervell del model d’AG1 (Biagosch et al. 2017).

1.2.4. Aciduria glutarica tipus 1

L'aciduria glutarica tipus 1 (AG1; MIM #231670) és una MMH causada pel defecte
enzimatic a la glutaril-CoA deshidrogenasa (GCDH), codificada pel gen GCDH.
Mutacions en aquest gen provoquen alteracions a la via de la degradacié de la lisina,

hidroxilisina i el triptofan.
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LAG1 es caracteritza bioquimicament per I'acumulacié de glutaril-CoA, i els seus
derivats dicarboxilics acid glutaric (GA) i acid 3-hidroxiglutaric (3-OHGA),
metabolits toxics que s’Tacumulen principalment al sistema nervios central i es poden
detectar en fluids biologics, en especial en orina. Tanmateix, es pot detectar per el
diagnostic un augment de glutarilcarnitina (C5DC) en fluids biologics, conjugat
format per reduir 'acumulacié de GA amb la finalitat de desintoxicar. Aquesta
malaltia és I'objecte d’aquest treball de tesi i es detalla la seva descripcio en I'apartat

1.3.

1.2.5. Aciduria glutarica tipus 3

L'aciduria glutarica tipus 3 (AG3; MIM #231690) és una MMH causada per defectes
enzimatics a succinil-CoA:glutarat-CoA transferasa (SUGCT), proteina codificada pel
gen Sugct (C7orf10). Tot i que SUGCT no forma part del via canonica de degradacio
de la lisina, aquest enzim catalitza la conversié de glutaril-CoA a GA, i viceversa. A
nivell bioquimic, els pacients amb AG3 mostren un augment dels valors plasmatics i
d'orina de GA, pero en contrast amb els pacients amb AG1 no tenen acumulaci6 de

3-OHGA i C5DC (Sherman et al. 2008).

La significanca clinica del trastorn és qliestionable, degut a 'ampli espectre de
manifestacions que inclouen des de casos asimptomatics fins a retard en el
desenvolupament, convulsions i alteracions gastrointestinals. El fet que només
s’hagin descrit una vintena de casos, sumat a la heterogeneitat del simptomes clinics
i que alguns individus descrits presentin un context genomic amb altres alteracions,
ha posat en dubte la relaci6 entre el diagnostic bioquimic i I'efecte causal de la

malaltia (Dorum et al. 2020; Knerr et al. 2002; Waters et al. 2018).
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1.3. Aciduria glutarica tipus 1

L'aciduria glutarica tipus 1 (AG1; MIM #231670) és una MMH causada per defectes
enzimatics en la via de la degradacié de la lisina, hidroxilisina i triptofan. Esta
causada per mutacions en el gen GCGH que codifica per a la proteina glutaril-CoA

deshidrogenasa (GCDH).

Des de la seva primera descripcié 'any 1975 feta per Goodman i col-laboradors,
s’han descrit a la literatura més de 600 casos d’individus afectes (Boy et al., 2021a;
Goodman et al,, 1975). Es considerada una malaltia minoritaria degut a la seva baixa
incidencia global, que és d’1 cas cada 100.000 nounats (Boy et al., 2018; Kolker et al.,
2007; Therrell et al.,, 2014). A més, s’han reportat freqliencies de major incideéncia,
de fins a 1:250, en certes poblacions concretes com: la comunitat Amish al comptat
de Lancaster (Pennsilvania, Estats Units), les Primeres Nacions Ojibwe-Cree
(Manitoba i Ontario, Canada), els viatgers irlandesos (Republica de Irlanda), els
Americans Nadius Lumbee (Carolina del Nord, Estats Units) i els Xhosa i altres
subgrups de la poblacié sud-africana (Sud-Africa) (Basinger et al., 2006; Haworth et
al, 1991; Morton et al., 1991; Naughten et al.,, 2004; van der Watt et al., 2010).

1.3.1. Etiologia

LAG1 és una malaltia de causa genetica d’herencia autosomica recessiva, provocada
per la presencia de variants patogeniques bial-leliques en GCDH. Aquest gen esta
situat al cromosoma 19p13.13, compren fins a 7 kb i consta de 12 exons (Strauss,

Puffenberger, Robinson, & Morton, 2003).

Fins a la data, s’han descrit aproximadament 240 variants patogeniques en GCDH en
les diferents bases de dades HumanGene (HGMD; www.hgmd.cf.ac.uk), Leiden
OpenVariation (LOVD; www.lovd.nl) i ClinVar (www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/)
(Schuurmans et al, 2023). El 80% de les variants patogeniques s6n mutacions
puntuals amb canvi de sentit (missense), no obstant aixd0 també s’han descrit
mutacions d’error de pauta de lectura, variants introniques i delecions (Begley et al.,

2011; Bross et al,, 2012; Goodman et al., 1998).

De les mutacions missense, cal destacar que en poblacions caucasiques, s'ha reportat

la presencia d’una variant patogénica amb una freqiiencia del 40%, aquesta és la
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p.Arg402Trp (c.1204C>T), la qual provoca la perdua per complet de la funcid
enzimatica de GCDH (Baric et al, 1999; Christensen et al, 2004). La majoria
d’aquestes mutacions missense es consideren mutacions conformacionals, que
condueixen a un plegament defectuds de la proteina, provocant una disminucié de
la funcié enzimatica de la GCDH a causa de la perdua d'estabilitat de la proteina o la
impossibilitat de formar complexos homo- i heteromerics (Keyser et al., 2008). Aixi
doncs, la perdua parcial o per complet de I'activitat enzimatica de la GCDH és la

responsable del desequilibri metabolic en '’AG1 (Schuurmans et al. 2023).

En paral-lel, també s'han reportat variants patogeniques d’alta prevalenca en petits

comunitats aillades, incloses les poblacions descrites amb major freqiéncia d’AG1.

1.3.2. Mecanisme fisiopatologic

La GCDH és una proteina situada a la matriu mitocondrial, que per tal de ser
funcional necessita formar un complex homotetrameric conformat per 4 subunitats
de proteines GCDH madures. Cada subunitat prové d’'una proteina GCDH precursora,
de la qual se n'ha escindit una seqliéncia N-terminal de 44 aminoacids, que és el
peptid senyal necessari per poder-se importar a la mitocondria. A més, cada
subunitat conté una molecula del dinucleotid de flavina-adenina (FAD), cofactor

d’aquesta proteinai essencial per la transferéncia d’electrons (Goodman et al. 1995).

La proteina GCDH és un enzim multifuncional de la via de degradacié de la lisina,
hidroxilisina i triptofan, que es troba catalitzant la deshidrogenaci6 oxidativa del
glutaril-CoA i la conseqiient descarboxilacié de glutaconil-CoA produint crotonil-
CoA. Després de tres passos enzimatics es forma acetil-CoA, que entra al cicle de
Krebs com a pas final del catabolisme de la via sent necessari per la produccio
d’energia (Figura 1.1) (Christensen et al., 1993). Aixi doncs, la deficiencia de la GCDH
pot dependre d’un defecte en la reaccié d’oxidacié o bé de descarboxilacio (Figura

1.2) (Hyman & Tanaka 1984).

La deficiéncia de GCDH dona lloc a 'acumulacié de glutaril-CoA i els seu derivats
dicarboxilics: I'acid glutaric (GA) i I'acid 3-hidroxiglutaric (3-OHGA), i en menor
mesura també s’acumula l'acid glutaconic (GCA). Com a conseqiiéncia de

I'acumulacié6 del glutaril-CoA, aquest es conjuga amb la carnitina lliure per formar la
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glutarilcarnitina (C5DC) que té la capacitat de creuar la barrera hematoencefalica
(BHE) i les membranes cel-lulars, contribuint en la desintoxicacié de I'acumulacio
de GA. Per contra, els metabolits dicarboxilics (GA i 3-OHGA) s’acumulen
principalment al sistema nervids central (SNC), degut a la manca de transportadors
cerebrovasculars i a la baixa permeabilitat de la BHE (Larson & Goodman, 2019),
sent metabolits neurotoxics. Tots aquests metabolits (Figura 1.2) es poden detectar

en fluids corporals i en teixits el que permet el seu diagnostic.

Proteines en Altres
la ingesta \ / aminoacids
Aminoacids
Proteines / \ Lisina Acid 2 -
endogenes 3-Hidroxilisina —— Oxoadipic
Triptofan CoA
/

OGDH

1
Crotonil-CoA f----------- Glutaconil-CoA f--—--------- Glutaril—CoA7—>'
l I- GCDH I- GCDH | -

\Carnitina

i et

3-Hidroxibutiril-CoA P S

l I 3-0HGA oA | \I
1 1

1 1

1

Acetil-CoA | ;

Figura 1.2. Representacié esquematica de la via del catabolisme de la lisina, el triptofan i la
hidroxilisina en un context de deficiéncia de glutaril-CoA deshidrogenasa (GCDH). Els
aminoacids entren a les cél-lules mitjangant diferents transportadors independents del sodi. Aquests
aminoacids es converteixen en acid 2-oxoadipic (AO) al citosol mitjan¢ant la transaminacié acoblada
al glutamat/cetoglutarat i es transporten a les mitocondries. Posteriorment, el AO es descarboxila
sota la catalisi del oxoglutarat deshidrogenasa (OGDH). S’utilitza coenzim A (CoA) lliure per formar
glutaril-CoA, que pot patir una conjugacié amb carnitina per formar glutarilcarnitina (C5DC). La
glutaril-CoA deshidrogenasa (GCDH) catalitza la conversié de glutaril-CoA a crotonil-CoA en una
reaccié de dos passos, primer de deshidrogenacié a glutaconil-CoA i, segon, de descarboxilaci6 a
crotonil-CoA. Un enzim GCDH deficient no pot metabolitzar el glutaril-CoA a crotonil-CoA, donant lloc
a l'acumulacié d’acid glutaric (GA), glutaril-CoA i I'acid 3-hidroxiglutaric (3-OHGA), que actuen com
a neurotoxines endogenes. A la vegada, I'increment del GA fa que es conjugui amb la carnitina i
augmenti també la concentracié de C5DC en fluids biologics. Figura adaptada deLi et al.,, 2021

L'acumulacié de GA i 3-OHGA és la clau del mecanisme fisiopatologic que permet
explicar la neuropatologia en pacients AG1. En models in vivo i pacients d’AG1, s’ha
descrit que la neurotoxicitat causada per I'acumulaci6 dels metabolits dicarboxilics
es dna especialment a la regi6 estriatal, sent aquesta l'estructura del cervell més
susceptible i amb major exposicié cronica i aguda dels metabolits (Guerreiro et al.,
2018; Latini et al., 2007; Seminotti et al., 2013). Els diposits de GA i 3-OHGA

contribueixen en el dany neurologic, degut a una produccié excessiva d’espécies
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reactives d’oxigen (ROS) que interfereixen en el metabolisme energetic cerebral. A
més, GA i 3-OHGA comparteixen similituds estructurals amb el glutamat (principal
aminoacid excitador), fet que permet que aquests metabolits modulin la
neurotransmissio glutamatergica i GABAergica, donant lloc a un desequilibri de la
neurotransmissio excitatoria i inhibidora (Koélker et al., 2004 ). Provocant globalment
un dany neuronal causat per excitotoxicitat, deteriorament del metabolisme

energetic i estres oxidatiu (Jafari etal. 2011; Wajner et al. 2019).

Tot i que els mecanismes cel-lulars que condueixen al dany neuronal a ’AG1 encara
no estan del tot clars. Fins a la data, s’ha considerat que les lesions cerebrals tenen
una major afectacié en cel-lules de tipus neuronal, degut a una major vulnerabilitat
al dany per l'acumulacié d'aquests metabolits toxics (Olivera-Bravo et al., 2015).
Estudis en teixits i cel-lules derivades de models de ratoli i rata, han descrit la pérdua
neuronal i formacié de vacuoles al nucli estriatal, alteracions en substancia blanca,
la interrupcié de la mielinitzaci6 i un augment de la gliosi. La gliosi reactiva, és un
mecanisme adaptatiu que es dona en cél-lules de la glia, astrocits i microglia, a mode
de resposta a danys en el SNC (Koeller et al., 2002; Wajner et al., 2019; Zinnanti et
al., 2007). En conjunt, les alteracions cerebrals extenses al nucli estriatal resulten en
un trastorn del moviment irreversible, i un dany cortical progressiu que evoluciona

cap a leucodistrofia (Boy et al. 2023).

1.3.3.Presentacio clinica

L’AG1 és considerada una aciduria organica cerebral degut al seu fenotip neurologic
predominant (Boy et al., 2023). Les caracteristiques cliniques tipiques de I'AG1
parteixen d’'un debut clinic majoritariament entre els 3 i 36 mesos arran d'una crisi
encefalopatica aguda (CEA) que es pot produir després d'un esdeveniment
precipitant, com ara febre, gastroenteritis o dejuni, o com a consequéncia d'una
vacunacié o una intervencié quirdrgica. Aquestes crisis donen lloc a una lesio
estriatal bilateral aguda irreversible, i posteriors trastorns complexos del moviment.
Altres simptomes presents en I'ampli espectre clinic son hipotonia i letargia (Strauss
et al., 2020). Els pacients també poden desenvolupar una lesié dels ganglis basals

d'inici insidiés en absencia d'una CEA identificada (Larson & Goodman 2019).
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Més enlla de la simptomatologia neurologica, també s’han observat altres
manifestacions cliniques extraestriatals independents del periode de debut inicial
de I'AG1, com I'hepatomegalia i trastorns cardiorespiratoris (Vaidyanathan et al,,
2011). També s’ha descrit la presencia d’insuficiéncia renal cronica en pacients
adolescentsiadults dAG1 (du Moulin et al.,, 2018; Stefan Kolker et al.,, 2015). Aquesta
troballa en pacients amb AG1 s’ha recolzat amb estudis en models animals d’AG1, en
els quals s’han observat alteracions en transportadors de GA i 3-OHGA de les
cel-lules renals del tubul proximal, confirmant I'existéncia de danys renals aguts i

cronics(Gonzalez Melo et al., 2021a; Thies et al., 2013).

Tanmateix, les manifestacions cliniques de I'’AG1 poden tenir un espectre i severitat
molt amplia depenent del diagnostic precog, el grau d’adheréncia a les mesures

terapeutiques i el periode de debut de la primera CEA (Figura 1.3).

Presentacio clinica de l'aciduria glutarica tipus 1
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Figura 1.3. Presentacié clinica de I'AG1 i factors que influeixen en l'evolucié de la
simptomatologia. Els individus afectes d’aciduria glutarica tipus 1 (AG1) poden presentar un ventall
i severitat clinic ampli depenent de: el diagnostic precog i I'inici i adhesié adequada a la dieta
terapeutica, el periode i intensitat de debut de crisis encefalopatiques agudes i el perfil excretor
d’acid glutaric (GA) en alguns casos.

Tot i la impredictibilitat del curs clinic dels pacients amb AG1, el periode i intensitat
del debut clinic de la malaltia s6n els factors que poden explicar millor I'evoluci6 de

les lesions estriatals, i en conseqiiencia, el desenvolupament de la simptomatologia.
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Els pacients d’AG1 es poden classificar entre aquells amb un debut infantil (entre els
3 mesosiels 6 anys) i aquells amb un debut tarda (a partir dels 6 anys), sent aquesta

la forma menys comuna.

El debut infantil agut el pateixen aproximadament un 90% dels pacients que no han
rebut un diagnostic i un tractament precog. Els infants pateixen una CEA que
condueix a una lesid estriatal bilateral aguda en aquest periode de desenvolupament
cerebral, el 95% d’ells es dona en els primers 24 mesos de vida. La lesi6 estriatal
provoca trastorns de moviment complexos i distonia predominant, que pot donar a
lloc a un estat distonic en el que contraccions musculars severes i generalitzades
provoquen morbiditat i inclis mortalitat (Boy et al., 2023; Koélker et al., 2006). Altres
manifestacions que s’han descrit en el debut infantil agut, sén les hemorragies
subdurals, la macrocefalia, episodis d’espasmes i convulsions (Larson & Goodman,

2019).

En paral-lel, també s'han observat pacients amb un debut infantil de lesio estriatal
pero sense una CEA inicial. A diferencia dels trastorns de moviments d'inici agut, en
aquest cas, la lesié estriatal d'inici insidiosa es manifesta més tard i menys severa, i
la manifestacié de distonia és menys greu. De fet, aquest fenotip de debut infantil
insidids s’ha relacionat amb una manca d’adheréncia a les mesures terapeutiques, i
es dona en un 10-20% dels pacients simptomatics (Boy et al. 2018; Kolker et al.
2006).

Pel que fa al debut tarda, es refereix a I'inici de manifestacions cliniques en qualsevol
moment després dels 6 anys de vida. Els pacients descrits s6n en gran part alts
excretors, i la simptomatologia pot abastar des d’individus asimptomatics fins a
afectacions neurologiques (Healy et al.,, 2022). La clinica comprén des de mals de cap
cronics, macrocefalia, perdua de memoria, disartria, debilitat, epilepsia i dificultat

per a la coordinaci6 (Larson & Goodman 2019).

En conjunt, I'esperanca de vida en els pacients és molt variable degut a la variabilitat
del espectre clinic aixi com al biaix en el diagnostic i tractament de la malaltia.
Aproximadament, la meitat dels pacients moren durant la primera década de la vida
en el transcurs d'un episodi agut o bé en les conseqiiencies mediques que se’n

deriven (Kyllerman et al. 2004).
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1.3.3.1. Correlacioé genotip - fenotip

Al llarg dels ultims anys, diferents autors han estudiat les possibles correlacions
entre el genotip, I'activitat residual de 1'enzim GCDH i I'excreci6 urinaria de GA i 3-
OH-GA. Els pacients d’AG1 es poden classificar bioquimicament en funci6 de la
quantitat d’excrecié de GA en orina. Se’'n poden distingir dos grups, baixos excretors
(GA < 100 mmol/mol de creatinina i lleus augments de 3-OHGA) i alts excretors GA
> 100 mmol/mol de creatinina i alts augments de 3-OHGA) (Baric et al., 1999;
Busquets et al., 2000).

Per una banda, s’ha demostrat I'existéncia d’'una relacié entre el genotip, I'activitat
GCDH i el fenotip excretor. Les variants patogeniques associades amb una activitat
residual substancial de GCDH (fins al 30%) estan associades amb un fenotip excretor
baix de metabolits dicarboxilics. Mentre que variants que donen lloc a una activitat
nul-la o lleu de GCDH (0-3%), estan relacionades amb un perfil d’alts excretors. La
variant ¢.1204C>T (p.Arg402Trp) que és la mutaci6 més freqlient en poblacié
caucasica, juntament amb la variant c¢.877G>A (p.Ala293Thr), estan associades al
grup de “alts excretors” que presenta una alta excrecié dels metabolits mencionats
que s’acumulen, representant ambdues el 56% dels al-lels. Pel que fa al grup de
pacients “baixos excretors” amb una excreci6 menor de metabolits, les mutacions
més comunes sén ¢.1198G>A (p.Val400Met) i c.680G>C (p.Arg227Pro), detectades
en el 53% dels al-lels (Busquets et al. 2000).

Tot i que hi ha dos grups clarament diferenciats agrupant genetica i bioquimica, no
s’ha pogut establir una correlacié clara amb el fenotip clinic. Tan baixos com alts
excretors tenen el mateix risc de presentar lesio estriatal i una clinica severa (Taula
1.1). Aquest fet, suggereix que la severitat de les manifestacions cliniques podria
estar relacionada amb el desenvolupament de les CEA, i no pas amb el genotip o
activitat enzimatica residual tal i com s’hipotetitzava (Busquets et al., 2000;
Christensen et al., 2004). En la mateixa linia, s’ha estudiat la possible correlacié
genotip-fenotip analitzant dades de més de 500 pacients. Concloent altra vegada que
no hi ha una correlaci6 obvia entre el perfil excretor i el desenvolupament de
simptomes clinics per al’AG1. A més, s’especula sobre les possibles modificadors que

poden influenciar en la severitat del fenotip clinic, aixi com factors ambientals,
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variants genetiques en la mateixa via o 'entorn prenatal que pugui afectar a
I'epigenoma entre d’altres (Schuurmans et al., 2023)
Taula 1.1. Correlacié del perfil excretor amb la presentacié clinica. Correlacions mutacions,

activitat GCDH, perfil excretor i fenotip clinic en el cas de les quatre mutacions amb major prevalenca
en 35 families espanyoles. Taula adaptada de Busquets et al., 2000.

Genotip Canvi Activitat Perfil Fenotip clinic
proteic GCDH excretor
c.1204C>T p.Arg402Trp Nul-la Alt Sever, mitjailleu
c.877G>A p.Ala293Thr Nul-la Alt Sever i mitja
c.1198G>A p.Val400Met Residual Baix Sever i mitja
c.680G>C p-Arg227Pro Residual Baix Sever i mitja

Tanmateix, estudis recents basats en models in vitro de les variants patogeéniques de
fins a una cinquantena de pacients, han trobat una correlacié inesperada entre la
quantitat de proteina de GCDH i I'aparicié de CEA en pacients d’AG1. Concretament,
genotips amb major abundancia de GCDH s’han relacionat amb pacients amb CEA
més agudes, sent aquestes crisis les principals manifestacions cliniques de 'AG1. En
resum, aquest estudi obre la porta establir una correlacié genotip - fenotip clinic, i
en ultim terme poder predir el risc d'individus amb AG1 aparentment asimptomatics

a patir CEA (Yuan et al. 2023).

1.3.4. Diagnostic

El diagnostic dAG1 de pacients que presenten un debut clinic s’inicia amb l'estudi
del nivells del acids GA i 3-OHGA en orina mitjancant cromatografia de gasos
acoblada a espectrometria de masses o mitjangant espectrometria de masses en
tandem (MS/MS, per les seves sigles en anglés). També es valora la concentracié de
C5DC en orina i plasma o sang impregnada en paper mitjangcant MS/MS. Un cop
realitzat aquest estudi es confirma el diagnostic amb I'estudi genetic del gen GCDH.
Si no s’obté un diagnostic genetic definitiu, es pot mesurar 'activitat enzimatica de
GCDH en fibroblasts o leucocits (Boy et al., 2023). Si s’obté el genotip, es pot oferir
un assessorament genetic a la familia i es poden realitzar futurs diagndstic prenatals
mitjancant I'estudi de mutacions familiars en DNA extret de vellositats de corion o

amniocits cultivats.

40



1.Introduccid

També les troballes en la ressonancia magnetica com ara 'afectaci6 dels ganglis de
la base i les hemorragies subdurals son molt caracteristics dels pacients amb AG1
(Mohammad et al., 2015; Vester et al,, 2016). Pel que fa a les hemorragies subdurals,
aquestes s’han descrit en un 20-30% dels pacients després del debut clinic,

concentrant-se principalment en pacients alt excretors (Boy et al. 2021b).

Tanmateix, I’AG1 es una de les malalties incloses en els Programes de Cribratge
Neonatal (PCN) en un nombre creixent de paisos d’arreu del mon. El metabolit que
es mesura per la seva detecci6 és la C5DC en sang impregnada en paper mitjan¢ant
MS/MS. La mostra s’obté del talé dels nounats entre les 24 i 72h després del

naixement.

La sensibilitat estimada del PCN per al diagnostic d’AG1 és d'un 95%. Un cop s’obté
un cas positiu, es deriva el nadé a la unitat clinica de referéncia per confirmar el
diagnostic analitzant els nivells de GA i 3-OHGA en orina i de C5DC en orina i plasma
o sang impregnada en paper, seguit dels estudis genetics, i enzimatics si és necessari.
Cal destacar pero, que no tots els pacients poden ser diagnosticats a través dels PCN,
ja que hi ha individus, normalment aquells amb perfil baix excretor, amb una
concentraci6 de C5DC normal o lleugerament augmentada en les mostres de sang
impregnada en paper (Kolker et al.,, 2011). En aquests casos i en els casos que no es
té disponibilitat del PCN, el diagnostic es dona arrel del debut clinic i de troballes
neuroradiologiques. De la mateixa manera, el diagnostic es confirma mitjancant una
analisi genética o bioquimica mesurant el nivell d’acids organics en orina (Larson &

Goodman 2019).

En les dues estrategies de diagnostic, una vegada detectat algun valor alterat

indicatiu d’AG1, s’inicien les mesures terapeutiques.

1.3.5. Tractament

Actualment, el tractament per a I’AG1 consisteix en un tractament pal-liatiu
nutricional, que té com a principal objectiu reduir el substrat de I'’enzim GCDH. Les
mesures terapeutiques es classifiquen en: la terapia metabolica regular i un

tractament d’emergéncia que s’aplica Unicament durant episodis aguts.
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La terapia metabolica regular es basa per una banda, en la restriccié dietetica de
lisina i triptofan, amb l'objectiu de reduir I'activitat catabolica d’aquests aminoacids
per tal de reduir el substrat de la GCDH. Per altra, en la suplementaci6 de carnitina
per tal de contribuir a la desintoxicaci¢ fisiologica de I'augment de glutaril-CoA, ja
que carnitina i glutaril-CoA es poden conjugar formant C5DC, molecula amb

capacitat de creuar la BHE i les membranes cel-lulars sense generar neurotoxicitat.

El tractament d’emergéencia es dona en condicions en que el pacient esta en risc de
descompensacié durant un episodi febril, o en procés de cirurgia o vacunaci6. El
principal objectiu és prevenir I'aparicié de lesions estriatals. Els principis basics del
tractament so6n: la prevencid6 o reversi6 de l'estat catabolic mitjangant
I'administracié d'una alta ingesta d'hidrats de carboni, la reduccié de metabolits
neurotoxics mitjan¢ant 'omissié transitoria de proteines naturals durant 24-48h,
I'augment de la formacié de C5DC mitjancant suplements de carnitina, i el
manteniment d’hidratacio, electrolits i estat del pH mitjancant liquids enterals o per

via intravenosa (IV).

No obstant aixo, per tal d'evitar episodis aguts, s'aconsella als pacients evitar I'excés
de proteines dietetiques o desnutricio proteica, el dejuni prolongat, les infeccions, la
febre o la ingesta calorica inadequada, ja que aixo0 induiria un estat catabolic on es
catabolitzaria la lisina provocant un augment dels metabolits neurotoxics (Larson &

Goodman 2019).

Cal destacar, que els protocols terapeutics estan adaptats a I'edat dels pacients.
Mentre que durant els 6 primers anys de vida, les guies descriuen de forma
exhaustiva la terapia metabolica a ingerir al dia; concretament, la quantitat de lisina
(proteina natural), la formula especifica per a AG1, la suplementacié de carnitina i
I'aportacio calorica. A partir dels 6 anys, és a dir, després del periode de major
vulnerabilitat de lesié estriatal aguda, els requeriments dietetics son més laxes,
focalitzant-se Unicament en una ingesta controlada de proteina i una suplementacio

lleu de carnitina (Figura 1.4) (Larson & Goodman 2019).
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¢ Ingesta controlada de proteines
e Suplementacié moderada de
carnitina

Periode neontal > 6 anys Periode adult

Figura 1.4. Progressio del protocol terapeutic actual per a I'’AG1 en funcié de I'edat de
I'individu. Requeriments de la terapia metabolica regular, el tractament d’emergencia i les
premisses per tal d’evitar la inducci6 de 1'estat metabolic en funcié de 1'edat del pacient d’acidtria
glutarica tipus 1 (AG1).

En conjunt, la implantacié del tractament metabolic i el seguiment regular per part
de centres metabolics especialitzats millora significativament I'evoluci6 dels
pacients diagnosticats mitjancant els PCN. A més, hi ha un gran consens en la
importancia de la implementacié del tractament metabolic per part d'un equip
interdisciplinari que inclogui pediatres, dietistes i infermeres. Aixi com les families i
els pacients compten amb formacions i protocols de tractaments per a un major

coneixement (Boy et al. 2018, 2021a; Martner et al. 2021).

El tractament dietetic i el tractament intensiu d'emergencia han reduit la freqiiencia
de les CEA i els trastorns del moviment fins a un 10%-20% d’afectes (Larson &
Goodman, 2019). Malgrat aixo, el 25-33% dels pacients encara desenvolupen CEA i
es mantenen amb deéficits motrius i de llenguatge a llarg termini, tot i un diagnostic
precog¢ i mantenir una bona adheréncia a la dieta (Boy et al., 2021a; Jafari et al,,
2011). A més, hi ha efectes secundaris que es deriven del tractament dietetic com
son la desnutricio, el creixement per sota de la corba optima i els trastorns de

comportament alimentari (Larson & Goodman 2019).

Finalment cal recalcar que, malgrat totes les directrius i recomanacions sobre les
condicions dietetiques, encara hi ha inconsisténcies en la gesti6 de la nutricié. Les
recomanacions de nutricié son divergents entre equips medics, i encara hi ha
incertesa sobre com assessorar els pacients en l'optimitzacié de la dieta i en quin

periode s'ha de produir la liberalitzacié de la dieta (Bernstein et al. 2020).
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Amb tot plegat s’evidencia la necessitat d’obtenir altres opcions terapeutiques més
efectives per evitar seqiieles irreversibles i millorar el pronostic dels pacients

detectats.

1.3.6. Models experimentals

En el camp de la recerca biomedica, I'is de models cel-lulars i animals ha esdevingut
una eina imprescindible per aprofundir en la comprensié dels mecanismes
fisiopatologics de la malaltia i avaluar leficiencia de potencials estrategies

terapeutiques.

1.3.6.1. Models cellulars

Els estudis en cultius cel-lulars d’AG1 es poden classificar en tres tipologies en funcié
del seu origen: cultius cel-lulars partint de cél-lules aillades de pacient, cultius
cel-lulars derivats de models animals i linies cel-lulars generades mitjan¢ant

enginyeria genetica.

Pel que fa als cultius cel-lulars derivats de pacients, des de fa tres decades que es
treballa amb cultius de fibroblasts primaris o limfocits aillats de pacients, per
realitzar assajos d’activitat enzimatica de la GCDH que han permes aprofundir en el
diagnostic i establir relacions genotipiques - fenotipiques (Christensen et al., 1993;
van der Watt et al, 2010). Recentment, s’han generat linies de cel-lules mare
pluripotents induides (hiPSC) derivades de cultius de fibroblasts primaris de quatre
pacients. Aquestes linies hiPSC poden contribuir significativament a entendre millor
el mecanisme molecular subjacent a 'AG1 i proporcionar models d’estudi per al

desenvolupament de noves estrategies terapeutiques (Schuurmans et al. 2024).

Els cultius cel-lulars de cel-lules aillades de models animals dAG1 s6n els més
utilitzats, ja que permeten treballar amb material biologic del nucli estriatal, la regié
més afectada a I’AG1. A la segiient taula es recullen els estudis que s’han descrit a la
bibliografia; principalment amb neurones estriatals i astrocits derivats de rates i
ratolins, i que han permes aprofundir en el coneixement de l'alteracié del

metabolisme energetic i la neurodegeneracio estriatal (Taula 1.2).
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Taula 1.2. Recull bibliografic dels estudis amb models cel-lulars d’AG1 de cél-lules aillades de
models animals AG1. Sintesi del tipus cel-lular utilitzat, 'animal d’origen, aportacions cientifiques
en el camp de I’AG1 i referéncia.

Animal
Tipus cellular Principals conclusions Referéncia
d’origen
Neurones estriatals Rata Sprague-  El GA activa els receptors NMDA (Tian et al,
aillades en edat Dawley (SD) (augmenta I'excitotoxicitat) i provoca  2014)
neonatal + Exposiciba ~ WT. danys neuronals induint apoptosi.
GA.
Cultiu mixte de Rata Wistar El 3-OHGA no és excitotoxic, tot i la (Freudenberg
I'escorga cerebral WT. preséncia de receptors NMDA etal., 2004)
aillada en edat neonatal funcionals.

+ Exposicié a 30HGA.

Neurones + Exposici6 a  Embrions de El 3-OHGA activa els receptors NMDA  (Kolker et al,,
30HGA. pollastre WT. i alteraci6 de I'homeostasi del Ca? 2002)

contribueixen al dany cel-lular.

Neurones estriatals Rata Sprague-  La suplementacié amb arginina i (Fu et al,

aillades en edat Dawley (SD) homoarginina redueix 'apoptosi i 2014)

neonatal + Transfecci6 ~ WT. millora el metabolisme energetic.

amb shRNA contra

GCDH.

Astrocits aillats a P24-  Rata Sprague-  Alteraci6 de la comunicaci6 durantla  (Komatsuzaki

30 + Exposicio a GA. Dawley (SD) neurotransmissio glutamatergica etal., 2018)
WT. entre neurones i astrocits, conduint a

la mort dels astrocits.

Astrocits primaris de Ratoli Alta susceptibilitat d’astrocits a (Rodrigues et
'escorga cerebral 129SvEv I'estres oxidatiu i la disfuncid al,, 2017)
aillades en periode Gedh/-. mitocondrial, conduint a la mort

neonatal. cel-lular.

Co-cultius: Neurones Ratoli Els astrocits contribueixen en produir  (Olivera-
estriatals i astrocits 129SvEv GA i 30HGA en condicions d’estrés Bravo et al,
aillats en edat neonatal. Gcdh/-. metabolic, 'acumulaci6 de GA indueix  2015)

a un fenotip neurotoxic que mata les
neurones estriatals i corticals per un

mecanisme estres oxidatiu

dependent.
Co-cultius: Ratoli El GA i 30HGA interfereixen el (Lamp et al,
Neurones de I'escor¢a C57BL6/SJ129 transport entre astrocits i neurones 2011)
cerebral aillades en Gedh/-. dels intermediaris del cicle de I'acid
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edat neonatal + Linia tricarboxilic (TCA), conduint a lesions
d’astrocits murina neuronals lesions i mort cel-lular.
11+/+

GA, acid glutaric; 3-OHGA, acid 3-hidroxiglutaric; SD, Sprague-Dawley; WT, wild-type; NMDA, acid N-
metil-D-aspartic; shRNA, seqiiencies de forqueta curta de RNA.

A més, amb l'objectiu de disposar de models ex vivo, els quals permeten una millor
recapitulaci6 dels processos in vivo, s’han generat models cel-lulars 3D basats en
'establiment de cultius organotipics a partir de models de rata i ratoli d’AG1. Seguint
lalinia de les troballes en co-cultius, els resultats han demostrat que I'acumulacio de
3-OHGA és la responsable de provocar la mort d’astrocits i que I'acumulacié
intracerebral d’amoni desencadena la mort secundaria d’altres tipus cel-lulars

cerebrals (Cudré-Cung et al. 2019; Jafari et al. 2013).

Les linies cel-lulars generades mitjangant enginyeria genetica, s’agrupen en aquelles
en que s’ha suprimit per complet 'expressié de GCDH mitjancant la generacié d'un
knock out (KO), o aquelles que s’ha introduit una mutacié patogenica coneguda
mitjancant la generacié d’un knock in (KI). En la literatura s’ha reportat la generacio
de dues linies Gecdh KO, en un model cel-lular neuronal huma (SH-SY5Y; (Mateu-
Bosch et al. 2024a)) i a partir de linies de cél-lules mare pluripotents induides (iPSC;
(Schuurmans et al. 2023)) . Ambdues linies es postulen com a models per aprofundir
en el coneixement de la susceptibilitat a la neurotoxicitat i utilitzar-se com a
plataformes d’estudi de futures propostes terapeutiques. Per altra banda, Keyser i
col-laboradors han generat quatre linies KI en cel-lules de rony6 de nadé de hamster
(BHK). L'estudi de quatre mutacions patogeniques missense que afecten el centre
catalitic de l'enzim, han permes demostrar la influéncia que té la formacié
defectuosa de complexos de GCDH (homo i heteromerics) en la reducci6 de
l'estabilitat intramitocondrial i conseqlientment en ser la base fisiopatologica de

I'AG1 (Keyser et al. 2008).
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1.3.6.2. Models animals

Els estudis en models animals d’AG1 s’han realitzat principalment en rata i ratolj,

s’han generat models KO de Gcdh o KI mitjangant enginyeria geneética.

En el cas dels ratolins, s’han generat inicament models KO en diferents soques amb
contextos genomics diferents. El model més utilitzat és el Gcdhtm1Pmk (-/-) generat en
ratolins C57Bl/6] per Koeller i col-laboradors I'any 2002 (Koeller et al.,, 2002).
Aquest és el model utilitzat en aquesta tesi doctoral, i també ’han utilitzat en altres
estudis (Amaral et al., 2012; Barzi et al., 2023; Bjugstad et al., 2006; Busanello et al,,
2013; Keyser et al., 2008; Leandro et al., 2020; Mateu-Bosch et al., 2024b; Posset et
al.,, 2015; Sauer et al.,, 2006, 2011; Thies et al., 2013; Zinnanti & Lazovic, 2010;
Zinnanti et al., 2007, 2006). Altres linies murines en les quals s’han generat models
KO pel gen Gcdh son: C57BL/6]/TIRF (Naylor et al., 2007), C129SvEv (Amaral et al.,
2019; Guerreiro et al., 2019; Rodrigues et al., 2015; Seminotti et al., 2012, 2013,
2016, 2020, 2022), 1295vEv (Sauer et al.,, 2015), C6CBA (Pasquetti et al., 2017)i
C57BL/6Crl x 129/SvCrl (Olivera-Bravo et al. 2019).

El model KO de Koeller es tracta d’'un model que a nivell bioquimic mostra valors
elevats de GA, 3-OHGA i C5DC en teixits periferics i cervell, sent molt similar als
pacients humans d’AG1l. No obstant aixd, aquest model no recapitula el fenotip
neuropatologic del pacients amb AG1 (Koeller et al., 2002). Estudis posteriors han
revelat la necessitat d’exposar els animals a dieta alta en proteina o lisina (4,7%
lisina), per tal de forcar la via del catabolisme de la lisina, i induir un fenotip clinic
similar al dels pacients. La sobrecarrega de lisina provoca CEA que cursen amb un
augment significatiu dels parametres bioquimics i es desenvolupen simptomes de
neurodegeneracio estriatal (Zinnanti et al., 2006). Cal destacar que l'edat en la que
es realitza I’exposicio a dieta alta en lisina (HLD) és critica, ja que la severitat de les
lesions és edat-dependent. En ratolins d’edats primerenques amb cervells encara
immadurs, necessiten més aportacié energetica que un cervell madur, aixi doncs
I'exposicié a HLD en aquesta edat provoca una major produccié i acumulaci6 de
metabolits dicarboxilics, i conseqlientment la lesio estriatal generada és més severa.

A més, la supervivencia d’aquest model animal en exposar-se a HLD també s’ha vist
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compromesa, fins a presentar una mortalitat d’'un 60% als 4 dies post-HLD (Figura

1.5) (Zinnanti et al,, 2007).
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Figura 1.5. Representacié esquematica dels mecanismes fisiopatologics i fenotipics dels
ratolins Gcdh/- exposats a dieta alta en lisina. Principals alteracions neuropatologiques descrites
a la bibliografia A: deteriorament de la neurotransmissi6 del glutamat/GABA, B: interrupci6 de la
barrera hematoencefalica (BHE) i alteracions vasculars, C: desmielinitzacid i lesié de la substancia
blanca, D: astrogliosi i neuroinflamaci6, E: estrés oxidatiu i disfuncié bioenergetica. Preséncia
d’alteracions renals en el tabul proximal renal, trastorns de moviment lleu i supervivéncia
compromesa. Figura adaptada de Wajner et al,, 2019.

Pel que fa als models de la malaltia en rata, més enlla de la generacié mitjan¢ant
enginyeria genetica, també s’han realitzat estudis en linies WT de l'efecte
neuropatoldgic que provoca l'exposicié als metabolits dicarboxilics. Latini i
col-laboradors han treballat amb rates Wistar WT, en els seus estudis demostren
com l'exposicio a GA i 3-OHGA indueix I'estres oxidatiu en regions estriatals (Latini

etal., 2005, 2007).

Respecte al model de rata generat mitjancant enginyeria genetica, Melo i
col-laboradors han generat el primer model en rata dAG1. Es tracta d’'un model KI
de la mutacié p.Arg411Trp, 'homoleg de la seqiiencia de la mutacio en el gen huma
c.1204C>T (p.Arg402Trp), mutaci6 més prevalent en caucasics. De la mateixa
manera que en els models dAG1 de ratoli, el model en rata mostra un fenotip
bioquimic d’alt excretor, que necessita d'una exposicié6 a HLD per desenvolupar

alteracions neuropatologiques (Gonzalez Melo et al., 2021b). A més, en aquest cas
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també es va determinar una alteracid sobre la funcio renal, deguda a I'efecte cronic

de la deficiéncia de GCDH (Gonzalez Melo et al. 2021a).

1.3.7. Perspectives terapeutiques

En els udltims anys, la inclusi6 de 'AG1 en els PCN aixi com l'ampliacié en el
coneixement de les bases fisiopatologiques i de la disponibilitat de models
experimentals de la malaltia, han fet que hi hagi un auge en l'estudi de noves
aproximacions terapeutiques. No obstant aixo, fins la data no hi ha cap terapia
aprovada en les agencies reguladores d’Europa, Estats Units o Xina (EMA, FDA o

SFDA).

De manera generica les aproximacions terapeutiques per a MMH es basen en
revertir les alteracions bioquimiques toxiques provocades pel defecte metabolic
primari i pal-liar els efectes que provoquen principalment al SNC. Les estrategies
terapeutiques es poden classificar en funcié del punt del mecanisme en el
intervenen, distingint-se’n terapies de reduccié de substrat, de reemplacament o
modulacié a nivell geneétic, post-transcripcional o enzimatic entre d’altres (Figura

1.6) (Ginocchio & Brunetti-Pierri 2016).
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Figura 1.6. Estratégies de terapies per a errors innats del metabolisme. Figura adaptada de
(Ginocchio & Brunetti-Pierri, 2016).

Pel que fa a la terapia de reemplacament genetic, aquesta es basa en la introduccié
de la copia funcional del cDNA de GCDH. A 1a literatura s’han descrit tres estrategies

terapéutiques de reemplacament genetic en models cel-lulars i ratoli Gedh”-, totes
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elles basades en la introduccié exogena mitjangant un virus adenoassociat (AAV) per
via sistémica o intracerebroventricular (Barzi et al. 2023; Guo et al. 2022b; Mateu-
Bosch et al. 2024a; b). Mentre els treballs de Guo i Mateu-Bosch proposen una
terapia genica dirigida al SNC, Barzi exposa una terapia genica dirigida al fetge que
permet rescatar el fenotip sever dAG1. Donant lloc a qiiestionar la manera en la que
s’ha entes fins ara la fisiopatologia de '’AG1, i obrint portes a redirigir les linies de

recerca de les possibles propostes terapeutiques (Houten & Coughlin 2023).

L'is de xaperones farmacologiques és una opcio terapeutica que ha sorgit degut a
que la majoria de variants patogéniques missense en AGl s6n mutacions
conformacionals, i aquestes afecten al plegament de la proteina i en comprometen
la seva estabilitat (Barroso et al. 2023).Aixi doncs, I'administracié de molecules amb
activitat xaperona podria augmentar I’estabilitat del complex homo-i heteromeric, i
per tant la funcionalitat de GCDH, essent una bona estrategia per al tractament de
I'’AG1. Lucas i col-laboradors han investigat 1'efecte in vitro de cofactors i metabolits
mitocondrials com a potencial estabilitzadors en dues acil-CoA deshidrogenases de
B-oxidaci6 (Lucas et al. 2011).A més, estudis in silico amb la proteina recombinant
GCDH-p.Val400Met han demostrat un efecte de xaperona farmacologica per part de
la riboflavina. Els resultats de la suplementacié amb riboflavina, la qual precursora
de FAD, indiquen que una major disponibilitat de flavina rescata la funcionalitat de

la GCDH (Ribeiro et al. 2020).

Finalment, el fet que el defecte enzimatic de 'AG1 comparteixi via de degradacié amb
trastorns causats per defectes enzimatics sense conseqiiencies cliniques aparents,
ha fet que s’hagi posat en el punt de mira la opcié d’inhibir farmacologicament
aquests enzims, com a possible diana d’'una estrategia terapeutica de reduccié de
substrat (Leandro & Houten 2020).Tres linies de recerca han estudiat en models de
ratoli d’AG1 I'efecte de la inhibicié de AASS i DHTKD1, enzims que estan en el primer
i cinque pas de la degradacié de la lisina respectivament (Figura 1.1). Cal destacar,
que la inhibici6 farmacologica de I'AASS podria prevenir les conseqiiencies
metaboliques en les dues MMH que tenen lloc a la via de degradacio de lalisina, 'EDP

i’AG1 (Barzi et al. 2023; Biagosch et al. 2017; Leandro et al. 2020).
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1.4. Terapia genica

La terapia genica és una aproximacio terapéutica que es basa en la modificacié del
material genetic de les cel-lules diana, mitjancant la introduccié de seqiiencies d’acid
nucleic (DNA o RNA) exogen, amb la finalitat de prevenir o corregir una malaltia
(Mulligan, 1993). Les estrategies de terapia genica es poden classificar en funcio de
diferents factors; del tipus de malaltia (malaltia de causa geneética o trastorn complex
adquirit), del tipus de vector (viral o no viral, i integratiu o no integratiu), i de
I'estrategia de transferéncia genica utilitzada, en funcié de si s’aplica in vivo
(directament al pacient) o bé ex vivo (per modificacié autologa o transplant de
cél-lules al-logeniques). Depenent de quines siguin les necessitats terapeutiques

s’escull una estratégia o una altra (Kumar et al., 2016).

Inicialment, el concepte basic en el que s’ha fonamentat la terapia genica ha estat en
identificar un gen defectu6s en una malaltia de causa genética, integrar una copia
funcional del gen en un vector, i transferir-lo als pacients afectes. Conseqiientment,
les cel-lules transfectades integrarien la copia funcional del gen absent o defectuds,
conduint a la recuperacié del defecte primari de la malaltia genetica. Actualment,
més enlla de l'estrategia d’introduccié d’'una copia funcional del gen per tal de
recuperar-ne l'expressio, s’han explorat estratégies de modulaci6 de I'expressi6 de
gens existents (incrementar, silenciar o disminuir) o fins i tot de corregir la
seqiiencia nucleotidica dels gens mutats mitjan¢ant edicié genica (Figura 1.7)

(Anguela & High 2019).

A. Augment génic B. Supressio génica C. Edicié genoma
d;il(-:ltuelzzrr%l:ic T Reparacié via:  Correccié
que provoca Céllula amb dﬁl;ec:z\’goecnaexﬁ Cél-lula amb Reparacié —p g
una pérdua de funcié quanp ) funcié Cél-lula amb it Gda pei
funcié corretgida 948N corretgida  defecte genetic ><g homologia
-G
-a-, — & — - - > & — g -G
Inhibicié
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— geneética genetica Mecanism -X-
Gen funcional Sequiencia Transferen(:jla ol
enética de i 5§
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shRNA) patr6 de DNA  homolegs -

Figura 1.7. Fonament de terapia genica. La terapia génica inclou estrategies de A: augment génic,
B: supressié génica i C: correccié mitjan¢ant edicié del genoma. Figura adaptada de Anguela & High,
2019.
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Amb I'objectiu de transferir el material genétic terapéutic a les cel-lules diana, s’han
desenvolupat diferents tipologies de vectors que es poden classificar en virals o no
virals en funci6é de la seva naturalesa. La majoria d’estratégies de terapia génica
utilitzen vectors virals, concretament vectors lentivirals per a la transferencia
genetica ex vivo a cel-lules mare o hematopoietiques, i vectors virals adenoassociats
(AAV) per a la transferencia genetica in vivo a tipus cel-lulars post-mitotics. Pel que
fa a la integracié del material genetic exogen al genoma cel-lular, en cel-lules mare o
en divisié és important utilitzar vectors integratius per tal d’assegurar que el DNA
exogen es transmet a la descendencia cel-lular. Per contra, en el context de la
transferencia in vivo, les cél-lules diana so6n cél-lules post-mitotiques que no es
divideixen. Aixi doncs, per tal d’obtenir una expressié sostinguda del material
genetic introduit a llarg termini, I'expressié episomal del DNA exogen estable és

suficient per a aquesta aproximaci6 (Anguela & High 2019; Naldini 2015).

Linteres creixent en la terapia genica s’ha inspirat en el reconeixement que, almenys
en principi, un tractament amb una sola dosi permet aconseguir un benefici clinic
durador i potencialment curatiu (Dunbar et al. 2018).Des del primer assaig clinic de
transferencia genica en humans 'any 1989 (Rosenberg et al., 1990), fins a la data
s’han autoritzat més de 2.500 assajos clinics en terapia genica per a nombroses
malalties d’origen genetic (ClinicalTrials.org). No obstant aix0, Unicament 21
productes basats en terapia genica, majoritariament per a malalties minoritaries,
s’han aprovat per part de les agencies reguladores (EMA, FDA i SFDA). Suggerint que
la terapia genica com a aproximacié terapeutica per a malalties minoritaries,
representa un camp relativament prometedor i d'interes per a la translacié clinica, i

demostra la viabilitat i seguretat d’aquesta (Arabi et al. 2022; Gicquel et al. 2023).

1.4.1. Estratégies de silenciament genétic

La supressio de I'expressio genica es pot induir mitjancant terapia genica utilitzant
la tecnologia antisentit basada en la degradacié del RNA missatger (mRNA, per les
seves sigles en angles). Concretament, el silenciament genic es dona a nivell post-
transcripcional mitjangant la complementarietat d’'una seqiiéncia curta de DNA o
RNA, que tan pot ser endogena com exdgena, i la seqliencia diana d'un mRNA diana

a degradar. La degradaci6 especifica del mRNA dona lloc a la reduccié de I'expressié
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de proteines implicades o responsables dels processos de la malaltia, i aixi es

reverteix el fenotip de la malaltia (Crooke et al. 2021; Sayed et al. 2022).

El potencial dels nucleotids per actuar com a agents antisentit, inhibint la replicacié
viral en un cultiu cel-lular, va ser descobert per Zamecnik i col-laboradors I'any 1987.
L'estudi va ser pioner en utilitzar un oligonucleotid antisentit de seqiiencia
complementaria a una seqiiencia de mRNA diana, per induir la degradacié del mRNA

diana i silenciar-ne I'expressio (Zamecnik & Stephenson 1978).

La terapia geénica basada en tecnologia antisentit es pot classificar en quatre
molecules terapeutiques: els oligonucleotids antisentit (ASO), les seqiiencies petites
d’'interferéencia de RNA (siRNA, per les eves sigles en angles), les seqiiencies de
forqueta curta de RNA (shRNA, per les seves sigles en angles) i els microRNA
artificials (miRNA, per les seves sigles en angles). Les tecnologies difereixen entre si
en funcié de la naturalesa de l'estructura (monocatenaria o bicatenaria), i de la
necessitat o no del processament per via del mecanisme de RNA d’interferéncia
(iRNA, per les seves sigles en angles), veure Taula 1.3 (Guo et al. 2024; Kotowska-

Zimmer et al. 2021).
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Taula 1.3. Comparativa entre les diferents estratégies de tecnologia antisetit. Taula adaptada
de Kotowska-Zimmer et al., 2021.

ASO siRNA shRNA miRNA
Dibuix . J
Estructura | Monocatenaria Bicatenaria Bicatenaria Bicatenaria
. 60nt + 80-250 nt
Longitud
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Complemen- < 100%, nucleotids
tarietat | - 100% 100% no
cadenes complementaris
Equivalent
DNA siRNA pre-miRNA pri-miRNA
endogen
Degradacié
. RNasa H1 Mecanisme de RNA d’interferencia
de mRNA via
Processament
] - Si, Dicer Si, Dicer Si, Drosha i Dicer
cel-lular iRNA
Vector d’expressio, Vector d’expressid,
Origen | Sintetic Sintetic sota promotors sota promotors
Pollll Polll
. Transitoria/
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ASO, oligonucleotids antisentit; siRNA, seqiiencies petites d’'interferéncia de RNA; shRNA, seqiiencies

de forqueta curta de RNA; miRNA, microRNA artificials; nt, nucleotids.
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Mentre que en ASO la degradaci6 del mRNA es realitza via RNasa H1, les altres

molécules ho fan via el mecanisme del iRNA (Figura 1.8).
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Figura 1.8. Mecanismes de degradacié del mRNA mitjancant ASO i el mecanisme d’iRNA. El
mecanisme d’accié dels oligonucleotids antisentit (ASO) es basa en ’ASO monocatenari que entra a
la cel-lulaial nucli; un cop s'uneix al mRNA diana, el diplex mRNA:ASO de doble cadena és reconegut
per la RNAsaH1 i degradat. El mecanisme de RNA d’interferencia (iRNA) es basa en un RNA de doble
cadena que entra a la cél-lula, i roman al citoplasma. S’escindeix la cadena passatgera, i es forma el
complex d’induccié al silenciament del RNA (RISC) conjuntament amb la cadena guia. El mRNA diana
ésreconegut per la cadena guia del complex RISC, i es degrada. Figura adaptada de Gareri etal., 2022.

1.4.1.1. Oligonucleotids antisentit

Els ASO s6n uns oligonucleotids terapéutics d’'una sola cadena que s'assimilen al
DNA monocatenari. La cadena de DNA forma un heterodiplex DNA:RNA amb la
seqiiencia mRNA diana, mitjancant 'aparellament de bases complementaries tipus
Watson-Circk, la endonucleasa RNasa H1 s’uneix al duplex i efectua la degradacio de
manera especifica. Aixi doncs, I'is dels ASO que estan dissenyats per actuar
especificament sobre una seqiiencia diana de mRNA, permeten la interferencia del
mecanisme de splicing, 1a regulaci6é post-transcripcional o a la unié RNA:proteina

(Fusco et al. 2019; Sardone et al. 2017).
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Un dels majors inconvenients dels ASO és la inestabilitat dels oligonucleotids, ja que
poden ser facilment degradats per les nucleases dels fluids biologics. En la tltima
década, s’ha estat explorant I'iis de nucleotids amb modificacions quimiques que fa
que els oligonucleotids també siguin més potents i menys toxics (Crooke et al. 2021;

Sharma & Watts 2015).

Com a alternativa als ASO en el silenciament post-transcripcional del mRNA,
sorgeixen les estrategies basades en iRNA, les quals tenen més potencia i ofereixen

més versatilitat (Robinson 2004).

1.4.1.2. Molecules basades en RNA d’interferéncia

La tecnologia de iRNA és un mecanisme endogen evolutivament conservat, que
permet suprimir |'expressid genica a nivell de mRNA (Setten et al., 2019). Des de la
primera descripci6 del mecanisme I'any 1998, en la que es va identificar el RNA de
doble cadena com a factor desencadenant de la interferencia del RNA (Fire et al,,
1998), s’ha estudiat aquest fenomen natural com a tecnologia que permet el
silenciament de I'expressié de qualsevol gen d'interes mitjancant seqiiencies de RNA

especificament dissenyades (Kotowska-Zimmer et al. 2021).

A nivell de terapia genica antisentit, hi ha tres estrategies que treballen amb la via
de iRNA: les seqiiencies petites d’interferencia de RNA (siRNA), les seqiiéncies de
forqueta curta de RNA (shRNA) i els microRNA artificials (miRNA). Cada una
s’'incorpora al mecanisme endogen de iRNA en un punt diferent de la via per ser
processades i acabar formant molécules de RNA interferents (siRNA o miRNA), que
son capaces d’induir la degradaci6 post-translacional, i finalment el silenciament

genetic (Setten etal. 2019).

Préviament a I'entrada al mecanisme d’iRNA, les estrategies divergeixen de les

seglients maneres (Kotowska-Zimmer et al., 2021; Lam et al., 2015):

e siRNA sintetics: s'introdueixen de forma exogena, arriben al citoplasma i

s’'incorporen al mecanisme d’iRNA formant siRNA madurs.

e shRNA: s'introdueixen normalment a través de vectors virals, es transcriuen

al nucli cel-lular mitjan¢ant la RNA polimerasa Il donant a lloc a molecules
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pre-miRNA. Es transporten al citoplasma per tal d’entrar al mecanisme
d’iRNA mitjancant el complex format per Exportina 5 (Exp5), on s’hi

incorporen formant miRNA madurs.

miRNA: s’introdueixen normalment a través de vectors virals, es transcriuen
al nucli cel-lular mitjangant la RNA polimerasa Il donant a lloc a molecules
pri-miRNA. El complex format per la RNasa III nuclear Drosha processa
aquests pri-miRNA per generar molécules pre-miRNA. Es transporten al
citoplasma per tal d’entrar al mecanisme d’iRNA mitjancant el complex

format per Exp5, on s’hi incorporen formant miRNA madurs.

El mecanisme d’iRNA endogen s’inicia amb els RNA de doble cadena (dsRNA, per les

seves sigles en angles), subministrats de manera exogena (siRNA) o expressats dins

de les cel-lules com els pri-miRNA o pre-miRNA. Es divideix en dues fases

consecutives entre elles: la fase iniciadora i I'efectora (Sparmann & Vogel, 2023; Xu

etal.,, 2019).

Fase iniciadora: el dsRNA és processat al citoplasma pel complex enzimatic
DICER (amb dominis d'uni6 a RNA, helicassa i RNAsa III). Es generen petites
molécules de 21-23 nucleotids amb estructura bicatenaria, amb extrems
protuberants que son les molécules RNA interferents (siRNA o miRNA)

mediadores del procés de silenciament.

Fase efectora: L'activitat helicassa de DICER separa les dues cadenes de iRNA
i només una de les dues cadenes sera incorporada al complex RISC (complex
d’inducci6 al silenciament del RNA) associat a Argonaute 2 (Ago2), mentre
que l'altra sera degradada. La cadena incorporada s’anomena cadena guia, i
és la que determina el reconeixement de la seqiiéencia de mRNA diana per
complementarietat de bases. Els siRNA madurs interaccionen amb la
sequiencia mRNA diana amb una complementarietat perfecta o gairebé
perfecta, i indueixen la degradacié especifica de la seqiiencia de mRNA
mitjancant l'activitat de tall d’Ago2. En canvi, els miRNA madurs tendeixen a
interaccionar amb seqliencies de mRNA diana que no sén 100%
complementaries, i provoquen repressié6 de la traduccié a proteina i

degradacid de la transcripcié del mRNA (Figura 1.9).
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Figura 1.9. Mecanismes de silenciament genic de siRNA i miRNA. siRNA: la doble cadena de RNA
(dsRNA) és processat per Dicer, i posteriorment s’escindeix la cadena sentit o passatgera. La cadena
guia del siRNA s’introdueix al complex d’'inducci6 al silenciament del RNA (RISC) conjuntament amb
la proteina Arognaute 2 (AgoZ2). Aleshores, la cadena guia orienta el RISC actiu cap al mRNA diana. La
unié completa complementaria entre la cadena guia del siRNA i el mRNA diana genera la degradaci6
del mRNA. miRNA: la transcripci6 del gen miRNA es realitza per la RNA polimerasa II al nucli per
donar pri-miRNA, que és processat per Drosha per formar el pre-miRNA. El pre-miRNA és
transportat per Exportina 5 (Exp 5) al citoplasma on és processat per Dicer en miRNA. Es descarta la
cadena passatgera i la cadena guia de miRNA s’introdueix al RISC, i és guiat per la cadena guia cap al
mRNA diana mitjan¢ant una uni6 parcialment complementaria. El mRNA s'inhibeix mitjan¢ant la
repressio de la traduccio, la degradacio o I'escissio. Figura adaptada de Lam et al., 2015.
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L’eficiencia i potencial del silenciament genetic ve donada pel disseny de la cadena
guia i la seva complementarietat a la seqliiencia mRNA diana, i pel nombre de
molecules efectores i la temporalitat de la seva expressio a les cel-lules diana. Pel
que fa al dissenys, hi ha multiples premisses i guies que assessoren en dissenys amb
'objectiu de maximitzar 'eficiéncia de silenciament i reduir-ne els possibles efectes
no desitjats o off-target (Bofill-De Ros & Gu, 2016; Watanabe et al., 2016). Respecte
a la generacié de molecules efectores, les estrategies de shRNA i miRNA aporten un
efecte més perllongat i potent que els siRNA sintetics, ja que s’introdueixen
mitjangant vectors d’expressié sota una seqiiencia promotora que permet la
generacié de multiples molecules efectores (Lam et al., 2015). Cal destacar, que els
miRNA s’expressen sota promotors pol II, fet que permet modular-ne 'expressid i
dirigir-la cap als teixits diana, per contra els shRNA ho fan sota promotors pol III
(Maczuga et al,, 2012; Pfister et al., 2017). Altres factors a tenir en compte soén els
possibles efectes secundaris derivats d’efectes off-target, I'activacio de la resposta
immune innata i la possible saturacié de la maquinaria endogena del processament

del miRNA (Kotowska-Zimmer et al. 2021).

En aquesta tesi doctoral s’ha explorat I'ds de miRNA com a estrategia inductora del
silenciament geneétic del AASS. De cara a la translacio clinica, la gran majoria dels
enfocaments basats en iRNA han utilitzat virus AAV com a eines de lliurament del
material genetic (Valdmanis & Kay, 2017). Tot i els avencgos en la investigacid, el
camp de la terapeutica basada en miRNA es troba en etapes primerenques, i només
uns pocs productes han arribat al desenvolupament clinic. Fins a la data, hi ha quatre
medicaments basats en siRNA aprovats per la FDA: Patisiran per a I'amiloidosis
hereditaria per transtiretina, Givosiran per a la porfiria hepatica aguda, Lumasiran
per a l'hiperoxaldria primaria tipus 1, i I'Inclisiran per a I'hipercolesterolemia
primaria o la dislipidemia mixta. Aixi com cinc siRNA i diverses terapies basades en
miRNA en assajos clinics (Traber & Yu, 2023). Els reptes clau inclouen establir la
sensibilitat, 1'especificitat i la selectivitat dels miRNA, mitigar les reaccions
immunogeniques i els efectes off-target, aixi com desenvolupar metodes millorats
per al lliurament dirigit i determinar la dosi optima per a l'eficacia terapeutica

alhora que es minimitzen els efectes secundaris (Seyhan 2024).
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1.4.2.Vectors virals adenoassociats

Un factor clau en la terapia genica és el transport eficient dels gens al teixit o cel-lules
diana. La seleccié d'un vector concret estara influenciada per la naturalesa de la

malaltia i la necessitat d'una expressié a curt o llarg termini (Bulcha et al. 2021).

En aquesta tesi doctoral s’ha utilitzat els virus adenoassociats (AAV) com a vectors
de transferencia de la terapia genica. Actualment, son els vectors virals més utilitzats
degut al excel-lent perfil de seguretat, la no patogenicitat i I’habilitat per induir una
expressio del transgeén d’interées a llarg termini en una amplia varietat de teixits. A
més, els vectors derivats dels AAV estan molt ben caracteritzats, ja que estan sent
utilitzats ampliament en diversos protocols de terapia genica in vivo per a diferents

malalties en clinica humana (Mingozzi & High 2011; Wang et al. 2019).

1.4.2.1. Biologia dels virus adenoassociats

Els virus AAV salvatges, dels quals en deriven els vectors AAV, pertanyen a la familia
Parvoviridae que forma part del genere Dependoviridae. Es van descriure per
primera vegada l'any 1965, com a particules petites que contenien DNA en
preparacions d’adenovirus (Ad) de simi. A l'inici, es van considerar virus
defectuosos, ja que necessitaven d’'una inoculacié simultania amb adenovirus per tal
de replicar-se en cultius cel-lulars (Atchison et al., 1965). Amb els anys s’ha estudiat
la seva deficiencia en la replicacid, i els virus que formen part d’aquest genere s’han
caracteritzat per dependre d'una co-infecci6 amb un virus auxiliar o helper
(adenovirus, herpesvirus, citomegalovirus huma o virus del papil-loma) per tal de

poder produir una infeccié eficient (Wang et al. 2019).

Els AAV estan formats per una capsida icosaedrica de 20-25 nm sense embolcall
lipidic, i s6n molt resistents a la calor, al pH acid i a I'acci6 de les proteases. Tenen un
genoma de DNA de cadena senzilla d’aproximadament 4.7 kb (Figura 1.10)
(Samulski & Muzyczka 2014; Wang et al. 2019).

El genoma de '’AAV esta flanquejat per les repeticions terminals invertides (ITRs) en
els extrems i els gens Rep i Cap distribuits en 3 marcs oberts de lectura (ORFs)
diferents. Les ITRs son seqiiencies palindromiques de 145 nucleotids amb una

estructura en forma de T que serveixen com a origen de replicacio, senyal
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d’encapsidaci6 del genoma viral i faciliten la recombinacié del genoma viral amb el
genoma cel-lular hoste. El genoma codifica per a un total de 8 proteines classificades
com a proteines Rep (o reguladores) necessaries per a la replicacio, o proteines Cap
(o estructurals) que formen la capsida del virus. El control de I'expressié d’aquestes
proteines es fa mitjancant 3 promotors diferents, el splicing alternatiu i una tnica

senyal de poliadenilacié (Naso et al. 2017; Pupo et al. 2022; Wang et al. 2019).

El gens Rep codifiquen per a 4 proteines: Rep78, Rep68, Rep52 i Rep40, expressades
sota el control dels promotors p5 i p19 i alguns d’ells pateixen splicing alternatiu.
Les Rep78 i Rep68 sén necessaries per a la replicacié del genoma viral i tenen
activitat endonucleasa, helicasa i ATPasa. En canvi, les Rep52 i Rep40 només tenen
activitat helicasa i participen inicament en 'encapsidacio del genoma viral (Bilining

et al. 2003; Samulski & Muzyczka 2014).

Els gens Cap codifiquen per a 3 proteines: VP1, VP2 i VP3, expressades sota el control
del promotor p40 i generades també mitjancant splicing alternatiu. La capsida esta
formada per les proteines VP1, VP2 i VP3 a un ratio 1:1:10, donant lloc a una capsida
icosaedrica de 60 subunitats. El mRNA que codifica per VP2 i VP3 conté un segon
ORF que codifica per la proteina activadora de l'assemblatge (AAP). La funcid
d’aquesta proteina és facilitar 'entrada de VP3 al nucli i promoure la maduraci6 de

la capsida (Kotterman & Schaffer 2014; Naumer et al. 2012; Xie et al. 2002).
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Figura 1.10. Estructura de la capsida i genoma de I’AAV. A) Particula del virus adenoassociat
(AAV) amb el genoma monocatenari de ’AAV. B) Organitzacié del genoma de ’AAV que inclou dues
repeticions terminals invertides (ITR) que flanquegen els gens Rep i Cap, cua polyA, es destaquen els
promotors de 'AAV (p5, p19 i p40). C) Mapa transcripcional de les proteines estructurals de I'AAV
(VP1, VP2 i VP3) i no estructurals (Rep78, Rep68, Rep52, Rep40, AAP i MAAP). VP: proteina viral;
AAP: proteina activadora d'assemblatge; i MAAP: proteina AAV associada a la membrana. Figura
adaptada de (Lopez-Gordo et al., 2024.

En primats s’han descrit milers de variants d’AAV, cada serotip mostra variacions en
la seqiiencia del genoma que contribueixen en generar variabilitat en 'estructura de
les proteines de capsida, afinitat d’'unié i interaccions a través dels receptors hoste -
vector entre d’altres (Mietzsch et al., 2014). En contextos clinics i pre-clinics s’han
estudiat principalment 14 d’aquestes serotips d’AAV, es resumeixen a la Taula 1.4.
Cal destacar, que els diferents serotips poden tenir variabilitat de tropisme en funcié
de l'especie d’hoste, I'edat i les vies d’administracié del AAV (Lopez-Gordo et al.

2024; Srivastava 2016).
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Taula 1.4. Comparativa dels serotips/variants de vectors AAV més comuns. Taula adaptada de
(Issa et al., 2023; Lopez-Gordo et al., 2024; Pupo et al., 2022)

Receptor Recpetor(s)
Serotip  Origen Tropisme
primari secundaris
AAV1 Primat Fetge, muscul esqueletic, Acid sialic N- Desconeguts.
SNC, cor, retina, pancreesi  enllacatireceptor
vies respiratories. AAV (AAVR).
AAV2 Huma Fetge, muscul esqueletic, HSPG. FGFR1, HGFR,
SNC, retina i ronyo. LamR, CD9 i
integrines avf5 i
a5pB1.
AAV3 Huma Fetge, hepatocarcinoma, HSPG. FGFR1, HGFR i
muscul esqueletic i oida LamR.
interna.
AAV4 Primat no SNC, retina, pulmé i ronyé.  Acid sialic O- Desconeguts.
humans enllacat.
AAV5 Huma Fetge, muscul esquelétic, Acid sialic N- PDGFR (ai ).
SNC, pulmé i retina. enllacat.
AAV6 Huma Muscul esquelétic, SNC, Acid sialic N- EGFR.
cor, pulmo, pancreesivies enllacati HSPG.
respiratories.
AAV7 Rhesus Fetge, muscul esquelétic, Desconegut. Desconeguts.
macaque SNCiretina.
AAV8 Rhesus Fetge, muscul esqueletic, LamR Desconeguts.
macaque SNC, cor, pancrees,
retina, ronyo i teixit
adipés.
AAV9 Huma Fetge, muscul esqueletic,  Galactosa N- LamRiintegrina
SNC, cor, pulmé, pancrees, enllagatiAAVR. putativa.
retina, ronyd, testicle i
teixit adipds.
AAV10 Cynomologus Fetge i muscul Desconegut. Desconeguts.
monkeys
AAVrh10  Rhesus Fetge, muscul esquelétic, N-acetilactosamina Desconeguts.
macaque SNC, cor, pulm6, pancrees, sulfatadai AAVR.
retina i ronyoé.
AAV11 Cynomologus Fetge. Desconegut. Desconeguts.
monkeys
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AAV12 Primats no Fetge, muscul esquelétic, Manosa putativa i Desconeguts.
humans SNC, cor, pulmo, pancrees, manosamina.

retina i ronyoé.

AAV13 Primats no SNC. Desconegut. HSPG.

humans

El mecanisme d’'infeccié dels AAV s’inicia quan el virus interacciona amb un receptor
de glicoproteines de la superficie cel-lular, aquesta unié es dona en funcié de
I'estructura de les proteines de capsida, és a dir, en funci6 del serotip. Aquest fet
inicia el procés d’internalitzacié mitjancant la formacié de vesicules de clatrina que
posteriorment s’incorporen als endosomes primerencs. El canvi de pH provocat per
'acidificaci6 dels endosomes, per convertir-se en lisosomes, genera un canvi
conformacional de les proteina VP1 i VP2 de la capsida, exposant-ne els seus
dominis. Com a resultat, els AAV es poden escapar dels endosomes i introduir el seu

genoma al nucli de la cél-lula (Li & Samulski 2020; Wang et al. 2019).

Un cop dins del nucli, 'AAV es desencapsida i el genoma de '’AAV es sotmet a la sintesi
de la doble cadena, per tal de formar la configuracié bicatenaria necessaria per la
transcripcié genica. Les ITR faciliten la recombinacio per tal de generar un genoma
bicatenari i circular, per tal d’assegurar I'estabilitat del genoma de '’AAV en estat
episomal (Duan et al., 1998). Una proporcié molt baixa, aproximadament del 10%,
s’'integra al genoma de la cel-lula hoste, concretament dins d’'una regi6 especifica
altament conservada del cromosoma 19 (AAVS1), degut a la homologia d’aquesta
regié amb les seqtiencies ITR (McCarty et al., 2004). El genoma del AAV en forma
episomal es manté estable a les cel-lules postmitotiques, i es dona la transcripcid i la
traduccio a proteina utilitzant la maquinaria endogena cel-lular del hoste (Figura

1.11) (Li & Samulski 2020; Wang et al. 2019).
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Figura 1.11. Mecanisme de transduccié del AAV. 1) El virus adenoassociat (AAV) és reconegut
pels receptors de superficie cel-lular i provoca la internalitzacié del virus mitjancant endocitosi
mediada per clatrina. 2) L'AAV circula pel citosol mitjangant compartiments d’endosoma i lisosoma.
3) L'AAV s’escapa de la vesicula lisosomica, i es transporta al nucli. L'AAV també pot patir proteolisi
per part del proteosoma. 4) Al nucli, '’AAV es desencapsida. 5) A partir de la cadena simple del DNA
(ssDNA) viral es genera la sintesi de la segona cadena de DNA viral. 6) Es formen el genomes
episomals circulars que poden ser monomers, dimers i concatémers. 7) Transcripci6 a mRNA
terapéutic. 8) Traducci6 al citosol de la proteina terapéutica. Figura adaptada de Lopez-Gordo et al,,
2024; D. Wang et al,, 2019.

1.4.2.2. Vectors d’expressio basats en AAV recombinant

L'any 1982 Samulski i col-laboradors van ser pioners en clonar el genoma del AAV
en plasmidis d’expressio, demostrant que quan aquests plasmidis eren co-
transfectats en linies cel-lulars mamiferes en presencia d’adenovirus, podien
generar vectors virics infecciosos (Samulski et al., 1982). Avencgos posteriors en la
tecnologia de 'AAV recombinant (AAVr) van revelar que era possible empaquetar un
transgen buidant essencialment el genoma de I'AAV, excepte els elements ITR, i
substituint-lo per qualsevol gen i seqliéncies reguladores desitjades (Samulski et al.,

1987).
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La generaci6 dels vectors d’expressio basats en AAVr es realitza mitjancant la
substitucid dels gens Rep i Cap (aproximadament el 96% del genoma viral) per un
casset d’expressio d’interés amb una capacitat maxima de 5 kb. L'inic element que
es manté son les seqiiencies ITR dels extrems, ja que s6n imprescindibles per
I'encapsidaciéo del genoma (Samulski & Muzyczka, 2014). Per tant, el genoma
recombinant resultant pot empaquetar-se dins la capsida, pero en canvi, no podra ni
integrar-se, ni replicar-se una vegada s’hagi transduit la céel-lula diana, ja que no
presenta cap gen viral. Per fer-ho, s’haura de seguir el sistema de triple transfeccié
en cel-lules HEK293, basat en la transfeccié conjunta del plasmidi amb el gen
terapeutic flanquejat per les ITRs (pGen), el plasmidi que conté els gens auxiliars de
I'adenovirus necessaris perque es pugui produir el procés infectiu de T'AAV
(pHelper) i el plasmidi que conté els gens virals Rep i Cap de 'AAV pero sense les
ITRs (pRep/Cap)(Figura 1.12)(Ayuso et al. 2010; Wang et al. 2024).

A B Transgen
terapéutic E4

ITR ITR Rep, Cap
E2A VA
TR pAAV- WITR £ pAAV- pAd-
| Transgen Rep/ Helper
wt-AAV pA Cap

o\ | J

ITR

_— Co»transfecciél Produccié
Promotor d'interes 7’ ) Vi
AAVr { Transgeén terapeutic ) _purificaci6 | '
Cél-lules eﬁpﬁﬁhetadores ( AAV
HEK293T encapsidat

Figura 1.12. Estructura de la capsida i genoma de I'AAV. A) Els virus adenoassociats
recombinants (AAVr) es generen substituint el genoma viral (Rep, Cap) per un transgén terapeutic i
promotor d'interes. B) La producci6 de vectors AAV es basa en la triple transfeccié de tres plasmidis:
el pAAV-Transgen que conté en transgen terapeutic, el pAAV-Rep/Cap que conté les proteines virals
Repi Cap,iel pAd-Helper virus auxiliar que conté gens adenovirals necessaris per a la produccid dels
AAV. Figura adaptada de Kang et al.,, 2023; Li & Samulski, 2020; Wang et al., 2024.

El plasmidi amb la seqiiencia terapeutica conté per una part les ITR i per I'altra el
casset d’expressio d’'una capacitat maxima de 5kb. Generalment, en el camp de la
terapia genica s’utilitzen les ITR que pertanyen al AAV2, ja que és el serotip més ben
caracteritzat. Pel que fa al casset d’expressio, aquest esta format per un promotor, el
gen o la seva sequiéncia codificant i la senyal de poliadenilaci6 (poliA). La seleccio
del promotor és un altre factor clau que influeix en I'expressio6 del transgen de I'AAVT.
Els promotors es seleccionen i optimitzen mitjangant estrategies d’enginyeria, per
tal que siguin teixit o cel-lules especifics o regular-ne el seu nivell d’expressio, fins i

tot fent que la seva activacid sigui induible mitjangant I'exposicié a molecules
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especifiques. Pel que fa a I'estructura de la capsida, segons quin sigui el tropisme
tissular d’interes, s’utilitzen els plasmidis que continguin els gens Cap de cadascun

dels serotips (Issa et al. 2023; Wang et al. 2024).

En conjunt, la co-transfeccié dels tres plasmidis permet que el constructe d’interes
flanquejat per les ITRs es repliqui i les molecules resultants de DNA entrin a les
capsides pre-formades dels AAV. Finalment, les particules virals resultants es
purifiquen del lisat cel-lular mitjancant una centrifugacié amb gradient de densitat

i/o cromatografia en columna (Li & Samulski 2020).

En la terapia genica clinica, els AAV recombinants han sorgit com una eina de
lliurament fonamental a causa de la seva minima patogenicitat i de la capacitat
d'establir una expressié génica a llarg termini en diferents teixits. Fins la data, set
productes de terapia genica basats en AAVr han rebut l'aprovacié per part de les
agencies reguladores (FDA, EMA o SFDA). Tanmateix, encara hi ha preocupacions
sobre la limitacio de la capacitat de carrega, 1'is segur de terapies virals a dosis altes
en humans, l'activaci6 de respostes immunitaries i efectes adversos com ara

genotoxicitat, hepatotoxicitat i neurotoxicitat entre d’altres (Wang et al. 2024).

1.4.3. Transferéncia genica al sistema nervios central

Els trastorns del sistema nerviés central (SNC), inclosos els trastorns monogenics i
multifactorials, comprenen una part important de la discapacitat en MMH. Els AAV
son els vectors més utilitzats per aconseguir la transduccié eficient al SNC,
actualment hi ha nombrosos assajos clinics basats en aquesta terapia genica (Piguet
et al,, 2017). Tanmateix, 'eficiencia de la transferencia genica al SNC esta limitada a
causa de l'efecte protector de la barrera hematoencefalica (BHE), segueix sent un
repte important per a una aplicacié més clinica de la terapia genica amb AAV (Ghauri

& Ou 2023; Kimura & Harashima 2020).

Un dels factors que pot influenciar en millorar I'eficiencia de transduccié al SNC
mitjancant la terapia genica, és la via d’administracié. Aquesta es pot diferenciar
entre 'administracié sistemica i la local, aixi com l'edat d’administracié (Figura

1.13), l'eleccié d’una o altra dependra en gran mesura de les caracteristiques de la
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malaltia, els teixits diana i I'eficiencia de transduccié de la capsida del AAVr (Ling et

al. 2023).

L'administracid sistemica per via intravenosa (IV) amb certs serotips d’AAVr permet
una transduccié moderada al SNC d’'una forma poc invasiva. Malgrat aixo, I'eficiencia
de biodistribucié al SNC de gran part dels serotips d’AAV naturals és limitada, degut
al gran tropisme de les particules virals cap al fetge, i a I'efecte protector de la BHE
que no permet travessar-la. Aixi doncs, per tal d’assolir una bona transducci6 al SNC
amb l'administracié sistemica de AAVr es requereix grans dosis de vectors,
augmentant el risc associat a una resposta immune per part de I'’hoste (Deverman et
al, 2018; Stanton et al., 2023; Zhou et al., 2024). Cal destacar l'existéncia d’un
producte aprovat per la FDA per al’atrofia muscular espinal, basat en 'administracié

intravenosa d'un AAV9 (Mendell et al. 2017).

L'administracié local dels AAV a SNC requereix procediments invasius, no obstant,
les vies utilitzades ja han estat aprovades i validades en la clinica. Les vies més
utilitzades sén els que permeten I'administracié directa al parénquima cerebral (IP)
o al liquid cefalorraquidi (CSE per les seves sigles en anglés). L'administracié
intraprenquimal (IP) s’utilitza principalment per assolir la biodistribuci6 local del
transgen terapéutic en una sola regié determinada del SNC, com podrien ser I'estriat,
el talem, el putamen i la substancia blanca entre d’altres. El principal avantatge
d'aquesta via d'administracié és la minima difusi6 de 'AAV cap als organs periferics,
fet que redueix la possible immunogenicitat i efectes secundaris a altres teixits. A
més, les dosis dels vectors administrats son substancialment inferiors a les
necessaries per arribar als teixits diana en el cas altres vies d'administracio

(Deverman et al. 2018; Kang et al. 2023; Ling et al. 2023).

La via intra- CSF permet transduir varies zones del SNC amb una sola administracié
del vector ja que els vectors son alliberats directament al CSF, i aquest arriba tant a
les parts internes com externes de I'encefal i a la medul-la espinal. Les diferents
estrategies d’injecci6 de 'AAV terapéutic que s’han estudiat per tal de distribuir al
CSF d’'una manera generalitzada sén: la injeccid intracerebroventricular (ICV), la
intracisterna magna (ICM) i la intratecal (IT). L'administracié directament al CSF

permet eludir la BHE, permetent el lliurament d'un nombre optim de copies
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transgeniques al SNC i reduint-ne la difusié de particules virals a organs periferics
com el fetge (Daci & Flotte, 2024; Kang et al,, 2023; Ling et al., 2023). En estudis
comparatius de les tres estrateégies, s’ha destacat que l'administraci6 via ICM
aconsegueix un lliurament generalitzat del transgens tant al cervell com a la
medul-la espinal, mentre que laICV i IT s’adrecen unicament al cervell i a la medul-la
espinal respectivament. A més, en relacié a 'administraci6 IV el lliurament d'ICM
requereix dosis virals més petites en comparaci6 amb el lliurament sistémic,
millorant-ne la seguretat i reduint els costos de fabricacié de vectors de grau clinic
(Daci & Flotte 2024; Hinderer et al. 2014; Marchi et al. 2022).
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Figura 1.13. Vies d'administracié de terapia genica in vivo per la transduccié al sistema
nervids central (SNC). Representacié de les vies d’administracid, la biodistribucié del vector
(indicada per 'ombrejat blau) i els diferents pros i contres. A) Via intravenosa, permet la circulaci6
del vector terapéutic per tot el cos de forma sistemica. B) L'administracié intraparenquimal (IP)
lliura directament el vector terapéutic a regions especifiques del cervell. C) L'administracié de liquid
intra-cefalorraquidi (intra-CSF) pot fer-se per via intracerebroventricular (ICV), intracisterna magna
(ICM) o intratecal lumbar intratecal (IT). BHB, barrera hematoencefalica; SNC, sistema nervids
central. Figura adaptada de Kang et al,, 2023; Ling et al., 2023.
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En el context d’aquesta tesi, s’ha desenvolupat una estrategia terapeutica basada en
I'administracié d'un vector terapeutic AAV9, explorant dues vies d’administracio:
intravenosa i ICM, per aconseguir la inhibicié del primer enzim de la via catabolica
de la lisina, l'enzim alfa-aminoadipic semialdehid sintasa (AASS), com a eina

terapeutica per a I'AG1.
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2.Hipotesi i objectius

L'aciduria glutarica tipus 1 (AG1) és una malaltia metabolica hereditaria amb un
fenotip neurologic sever causat per la deficiencia de glutaril-CoA deshidrogenasa
(GCDH), enzim de la via del catabolisme de la lisina. Actualment, tot i que es realitza
un diagnostic i s’aplica un tractament dietetic precog, un terc¢ dels pacients pateixen
discapacitats neurologiques a llarg termini, evidenciant la necessitat de noves
estrategies terapeutiques eficients per I'AG1. Les terapies de reduccié de substrat
han sorgit com a potencials aproximacions terapeutiques per a trastorns innats del
metabolisme. Aquestes actuen disminuint els nivells de metabdlits toxics mitjancant

la inhibicié d'un enzim anterior de la mateixa via de 1'enzim deficient.

La hipotesi d’aquesta tesi doctoral és que la inhibicié del catabolisme de la lisina,
concretament del primer enzim d’aquesta via, l'alfa-aminoadipic semialdehid

sintasa (AASS), pot esdevenir una estrategia terapeutica per a I'AG1.

L'objectiu general ha estat el desenvolupament d’'una estrategia de terapia genica
per al’AG1 basada en la inhibicié de I'enzim AASS mitjan¢ant interferencia de 'RNA
(iRNA, per les seves sigles en angles). En aquest estudi s’ha treballat amb ratolins
Gcdh”/- com a model de 'AG1 per avaluar el potencial del vector terapeutic basat en
un virus adenoassociat 9 (AAV9) que conté un microARN artificial (miRNA) dirigit

al transcrit de I'Aass.
S’han plantejat els seglients objectius especifics:

1. Dissenyar i identificar seqiiencies de miRNA capaces de silenciar I'’AASS in

vitro.

2. Avaluar la via d’administracio, la biodistribuci6 del vector AAV9_miR_AASS i

I'eficiéncia del silenciament de ’AASS en ratolins Gedh-.

3. Estudiar l'eficacia terapeutica del vector AAV9_miR_AASS en ratolins Gcdh-/-
en un context d’exposicio a dieta alta en lisina, condici6 amb la que s’observa

el fenotip clinic caracteristic dels pacients amb AG1 en aquest model.

73



74



3.MATERIALS | METODES

75



76



3.Materials i metodes

3.1. Manipulacié del DNA
3.1.1. Aillament de DNA

3.1.1.1. Aillament de DNA plasmidic de céllules procariotes

En aquest treball s’han generat diferents plasmidis que incorporen les seqliéncies
de miRNA (miR_AASS) i plasmidis que contenen les seqliencies de cDNA de AASS
huma i Aass muri, veure l'apartat 3.1.4.5. Laillament del DNA plasmidic es va fer
mitjangcant una tecnica de precipitaci6 de DNA a partir d’'un lisat bacteria en
presencia de sals i isopropanol. Les colonies bacterianes que contenen el plasmidi
d’'interes, es van inocular en un medi Luria-Bertani (LB) suplementat amb
I'antibiotic de selecci6 d’interes. El cultiu es va incubar en agitacié a 372C, fins a la

saturacié (aproximadament 16-20h).

En funci6 del volum inicial de cultiu bacteria, I'aillament del DNA es va fer mitjancant

un metode a petita o gran escala, anomenats Minipreps o Maxipreps respectivament.

3.1.1.1.1. Aillament de DNA plasmidic a petita escala

Minipreps és un procediment d’aillament del DNA a petita escala, del qual s’obté

entre 25 a 50 pg de DNA plasmidic, a partir de 5 mL d'un cultiu bacteria d’interes.

El sediment cel-lular es va aillar per centrifugacié (6000 g) durant 5 min. Les
cél-lules es van ressuspendre amb un tamp¢ isotonic en presencia de RNasa A
(Tampo P1, Taula 3.1), i posteriorment es van lisar a temperatura ambient amb una
solucié alcalina en presencia de SDS (Tamp6 P2, Taula 3.1). Transcorreguts 5 min, la
reaccio de lisis es va neutralitzar per I'addicié d’'un tamp6 acidic (Tampé P3, Taula
3.1)ilaincubacidé durant 20 min en gel. Les restes cel-lulars no desitjades, proteines

i DNA cromosomic, es van separar per centrifugacié (1500 g) durant 10 min.

A continuacid, el DNA plasmidic que es trobava a la fraccié aquosa, es va precipitar
amb isopropanol i rentar amb etanol 70%. El plasmidi es va ressuspendre amb 50

uL d’aigua lliure de nucleases i es va conservar a -20 °C.
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Taula 3.1. Protocol preparaci6 tampons aillament DNA plasmidic.

Tampo P1 (pH 8) Tampo P2 Tampo6 S3 (pH 5.5)
Tris 50 mM NaOH 0.1 M Acetat potasic 1,5 mM
EDTA 10 mM SDS 1% Acid acétic pH ajustat
3.1.1.1.2. Aillament de DNA plasmidic a gran escala

Maxipreps és un procediment d’aillament de DNA a gran escala, del qual s’obté entre
100 a 2000 pg de DNA plasmidic, a partir de 250-500mL d’un cultiu bacteria

d’intereés.

L'aillament de DNA a gran escala es va realitzar de manera estandarditzada seguint
el kit comercial de Maxiprep per a la filtracié de plasmidis PureLink™ HiPure
(Invitrogen - ref. A31233). Aquest protocol segueix els mateixos principis descrits a
I'apartat anterior. Per obtenir una major puresa, el kit compta amb una columna de
silice d’'intercanvi ionic, la qual permet la retencié de DNA plasmidic a la matriu,
mentre que aquells components no desitjats (restes cel-lulars, proteines, RNA, etc...)
son eliminats. El DNA plasmidic es va eluir de la columna amb una solucié salina,
precipitar amb isopropanol, i rentar amb etanol 70%. El plasmidi es va resuspendre

amb 100 pL d’aigua lliure de nucleases i es va conservar a -20 2C.

3.1.1.2. Aillament de DNA total de céllules eucariotes

L'aillament de DNA total (incloent genomic i plasmidic) provinent de cultiu cel-lular,
es va fer utilitzant el kit comercial Blood DNA Isolation Mini Kit (Norgen - ref. 46380),

basat en els principis de retencié en columna de silice.

El sediment cel-lular es va aillar per centrifugacié (1200 g) durant 5 minuts. Les
cél-lules es van ressuspendre amb tampo6 fosfat sali (PBS, de les seves sigles en
angles) en presencia de proteinasa K, i posteriorment es va lisar a 55 2C amb una
solucié de lisis comercial. Transcorreguts 10 minuts, la reaccié de lisis es va
neutralitzar per l'addicié d’etanol 100%, el contingut es va traspassar a una
columna. Mitjancant el pas de solucions salines comercials, es van eliminar els
components a descartar, mentre que el DNA es va mantenir unit a la matriu. E1 DNA

es va eluir amb 50 pL del tampé d’elucié comercial i es va conservar a -20 2C.
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3.1.2. Quantificacio del DNA

La quantificacié i puresa del DNA es van determinar mitjan¢ant la mesura de
I'absorbancia de la mostra quan aquesta s’excitava a 260 nm. D’acord amb la llei de
Lambert-Beer (0.020 (ug/mL)1 cm) i considerant que els acids nucleics
(nucleotids, RNA, ssDNA i dsDNA) absorbeixen a 260 nm, la mesura de I'absorbancia
a aquesta longitud d’ona determina la concentracié del DNA. Les determinacions es

van fer utilitzant I'espectrofotometre Nanodrop ™ (Thermo Scientific).

La proporcid de les absorbancies mesurades a 260/280 nm, ens va permetre avaluar
la puresa dels acids nucleics. Una proporcié al voltant de 1,8 és generalment
acceptada com a DNA “pur”. Si la proporcié és menor, és indicatiu que a la mostra hi
ha preséencia de proteines, solvents organics o altres contaminants que presenten

absorbancia a 280 nm.

A més, la proporcid de les absorbancies mesurades a 260/230 nm, es va utilitzar
com a mesura addicional de la puresa dels acids nucleics. La proporcié que indica
una puresa optima es troba entre 2.0 i 2.2. Aixi doncs, proporcions més baixes,

determinen la presencia de sals o altres contaminants que es detecten a 230 nm.

3.1.3. Amplificacié del DNA

3.1.3.1. Reaccio6 en cadena de la polimerasa

La reaccio en cadena de la polimerasa o polymerase chain reaction (PCR) permet
I'amplificacié in vitro de fragments especifics de DNA. Aquesta reaccié es basa en
l'activitat enzimatica de la polimerasa Thermophilus aquatiqus (Taq polimerasa),
que copia cadenes de DNA mitjancant la incorporacié de desoxiribonucleotids

(ANTPs).

L'especificitat de la reacci6 ve donada per l'is d'encebadors que reconeixen la
cadena motlle de DNA i alhora serveixen de punt de partida a la polimerasa. Els
encebadors sén cadenes de 20-25 nucleotids complementaries als extrems 3' de la
regio a amplificar. Aquestes seqiiencies han de ser Uniques en el genoma i han de
tenir certes caracteristiques termodinamiques, per evitar inespecificitats i la

formacié d’estructures secundaries respectivament. Per tal de realitzar un disseny
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optim d’encebadors i calcular la temperatura teorica d’hibridacid, es va utilitzar el

software Primer3. Veure els encebadors utilitzats a I'Annex Taula 8.1.

La reaccid (Taula 3.2) es fa en preséncia d'un tamp6 enzimatic suplementat amb
magnesi i segueix tres fases (desnaturalitzacid, hibridaci6é i elongacid) que es
repeteixen ciclicamentide forma automatitzada entre 25 i 40 vegades per amplificar
exponencialment el DNA d'interes. Tots els processos de PCR del present treball es
van dur a terme usant la DreamTaq DNA polymerase (Thermo Fisher Scientific - ref.
EP0702) i el termociclador ABI 2720 (Applied Biosystems) utilitzant les condicions

que s’especifiquen a la taula (Taula 3.3).

Taula 3.2. Protocol reaccié PCR.

Reaccié PCR (20 pL)

DNA 1pg

Tampé PCR 10x 2 uL

dNTPs (1.25 mM) 2 pL

Encebador forward (10 uM) 1 uL

Encebador reverse (10 uM) 1 pL
Polimerasa DreamTaq (5 U/uL) 0.125 pL

Aigua lliure de nucleases Fins a 20 pL

Taula 3.3. Protocol condicions PCR.

Condicions PCR
Pas Cicles Temperatura Temps
Desnaturalitzaci6 inicial 1 94 °C 5 min
Desnaturalitzacio 94 °C 30s
Hibridacio 35 T? hibridacié 30s
Extensio 72°C 1 min/1kb
Extensio final 1 72°C 5 min
Conservacié 1 49C 0
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3.1.3.2. Reaccio en cadena de la polimerasa quantitativa

La reaccié en cadena de la polimerasa quantitativa (qPCR) es basa en el mateix
principi que la PCR, pero té la capacitat de controlar el progrés de la PCR conforme
es produeix (és a dir, en temps real) i permet determinar la quantitat d'una
sequiencia especifica de DNA gracies a un fluorofor. Aquest fluorofor s'intercala entre
les cadenes de DNA que conformen la doble helix, emetent fluorescencia. A mesura
que avanga la reaccid, els nivells de fluorescéncia augmenten subseqilientment a
I'amplificacié de molécules de DNA on el fluorofor es pot intercalar. Les reaccions es
caracteritzen pel punt en el temps durant el ciclat en el qual es detecta per primera
vegada l'amplificacié d'una molecula en lloc de la quantitat de molecula acumulada
després d'un nombre fix de cicles. Com més gran sigui el nombre de copies d'inici de
les molecules d’acid nucleic, abans s'observara un augment significatiu de la
fluorescencia. La quantificacié es basa en la determinaci6 del cicle de PCR en que el

nivell de fluorescencia supera un llindar determinat.

Les reaccions de qPCR (Taula 3.4) es van dur a terme utilitzant els encebadors
especificats a I'Annex Taula 8.1, amb el reactiu comercial LightCycler® 480 SYBR
Green I Master (Roche - ref. 04707516001) i el termocliclador QuantStudio 7

(Applied Biosystems) tal com es detalla a continuacié (Taula 3.5):

Taula 3.4. Protocol reaccié qPCR.
Reacci6 qPCR (10 pL)

DNA o cDNA 1 uL
Tampo6 SYBR Green 2X 5 uL
Mix encebadors 10 uM 0.7 pL

Aigua lliure de nucleases Finsa 10 pL
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Taula 3.5. Protocol condicions qPCR.

Condicions qPCR
Pas Cicles Temperatura Temps
Desnaturalitzacié inicial 1 95 eC 5 min
Desnaturalitzacio 95 °C 10s
Hibridacio 40 T? hibridacié 30s
Extensio 72°C 20's
Extensio final 1 72°C 10 min

3.1.4. Tecniques de clonatge

3.1.4.1. Digestio enzimatica

EL DNA és susceptible a ser tallat per enzims de restriccié en llocs especifics de la
seva seqiiéncia. Aquests enzims s6n capacos de reconeixer seqiiencies concretes de
nucleotids de DNA i trencar els enllacos fosfodiester de doble cadena d’aquests
punts especifics, deixant aixi extrems roms o cohesius en funci6 del enzim que

s'utilitza.

Les digestions es van realitzar incubant el DNA en presencia de I'enzim corresponent
a 37°C durant 1-16h, i amb el tamp6 enzimatic indicat per la casa comercial en cada

cas utilitzant les segiients condicions (Taula 3.6, 3.7):

Taula 3.6. Protocol reaccio restriccié enzimatica.

Reaccio restriccié enzimatica (20 pL)

DNA plasmidic 1-5pg
Tampo enzim de restriccié (10X) 2 pL
Enzim de restriccié (10 U/uL) 1 pL

Aigua lliure de nucleases Fins a 20 pL
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Taula 3.7. Recopilacié enzims de restriccié utilitzats.

Enzims de restriccio

Enzim Tampo Casa comercial Referencia

HindlIII Tampé R Thermo Fisher Scientific ER0501
Notl Tampé O Thermo Fisher Scientific ER0591
Xhol Tampé R Roche 24574820

Posteriorment, els enzims de restricci6 es van inactivar seguint les instruccions de

la casa comercial, usualment a 652C durant 20 min.

Els productes digerits es van analitzar mitjancant electroforesi en gels d’agarosa del
0,8-2%, en funci6 de la mida del producte que voliem estudiar. El patré de bandes
obtingut va determinar si la reacci6 s’havia donat correctament o no. En el cas que
el fragment es necessités per a altres tecniques, el DNA era recuperat mitjancant el
kit comercial d'extracci6 de DNA en gel d’agarosa QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen
-ref. 28704).

3.1.4.2. Desfosforilacio extrem 5’

El producte de digestié enzimatica linealitzat és susceptible a patir una re-lligacio.
Per tal d’evitar-ho, es va dur a terme un tractament de desfosforilacié dels extrems

5’ de la seqliencia.

La desfosforilacio es va dur a terme mitjancant el producte comercial Phosphatase
alakaline (PA) (Roche - ref. P0114-10KU). La reaccid es va realitzar incubant el
producte de la digesti6 amb la fosfatasa alcalina a 372C durant 1h com s’especifica a

continuacid (Taula 3.9):

Taula 3.8. Protocol reaccio desfosforilacio 5’

Reaccio desfosforilacié 5’ (30 pL)

Fragment de DNA digerit 20 pL
Tampo fosfatasa alcalina 3 pL
Fosfatasa alcalina (1 U/pL) 1,5 pL

Aigua lliure de nucleases Fins a 30 pL
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Finalment, es va inactivar 'activitat enzimatica incubant la reaccié a 652C durant 15

min.

3.1.4.3. Clonatge d’insert a vector

Per tal de realitzar el clonatge d'un o més fragments de DNA en un vector de manera
rapida i dirigida, es va utilitzar una estrategia de clonatge comercial anomenada In-

Fusion HD Cloning Plus CE (Takara Biosciences- ref. 638916).

Aquesta tecnologia innovadora treballa a partir d’'un vector linealitzat i un fragment
a inserir. Linsert conté 15 parells de bases flanquejant als dos extrems 3’ i 5 els
quals s6n homolegs als extrems del vector (Figura 3.1). L'especificitat de la reaccié
ve donada pels nucleotids d’homologia que contenen, tant el vector linealitzat com

el fragment, als seus extrems.
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Figura 3.1. Esquema de la tecnologia d’In-Fusion.

La reaccio es va fer en presencia de I'In-Fusion Enzyme Premix comercial, la qual es
va incubar a 50 2C durant 15 minuts per tal de generar el producte utilitzant les

segiients condicions (Taula 3.10):
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Taula 3.10. Protocol reacci6 de clonatge In-Fusion.

Reaccio de clonatge In-Fusion (10 pL)

In-Fusion HD Enzyme Premix 5X 2 pL
Vector linealitzat 167 ng
Insert 33 ng
Potenciador del clonatge 1 uL

Aigua lliure de nucleases Finsa 10 pL

Per obtenir una eficiéncia de clonatge més alta, en la reaccié es van utilitzar 200ng
de DNA de vector i insert, mantenint una proporcié de concentracions de 4:1 entre

I'inserti el vector.

Finalment, el constructe resultant es va introduir a cel-lules E.coli competents
comercials que contenia el Kit, Stellar Competent Cells mitjancant transformacio
bacteriana. Aquest procés es va realitzar incubant en gel els bacteris juntament amb
el DNA plasmidic durant 30 min. Transcorregut aquest temps, els bacteris es van
sotmetre a un xoc térmic a 422C durant 20 s, seguit d'una incubacié durant 2 min en
gel. Per tal de recuperar el cultiu, aquest es va incubar en agitacié a 37 2C durant 1 h
en un medi ric en nutrients. Després, aquest es va sembrar en plaques de LB-agar

amb I'antibiotic corresponent per tal de seleccionar els bacteris transfectats.

3.1.4.4. Sequenciacio de DNA

La seqtienciaci6 de fragments de DNA es va realitzar mitjancant el metode de Sanger.
Aquest metode es basa en una reaccié de PCR en la qual s'incorporen de manera
aleatoria dideoxinucleotids marcats amb fluorofors especifics per a cadascuna de les
bases nucleotidiques, i sense el grup hidroxil al carboni 3'. La incorporacié d’un
d’aquests dideoxinucleotids impedeix que la polimeritzacié continui. Aixo porta a
generar un conjunt de fragments de DNA de diferents mides, acabats en cadascuna
de les bases de la seqliéncia d’interes. Mitjancant la detecci6é de fluorescéncia de
I'altim dideoxinucleotid de cada fragment, s’obté la seqiiencia nucleotidica del

fragment de DNA d’interes.
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Les seqlienciacions de DNA es van realitzar pel servei de seqiienciacié de 'empresa
Eurofins Genomics. Als quals se’ls va enviar les mostres de DNA i els encebadors

corresponents en les condicions requerides per I'empresa.

3.1.4.5. Generacio de constructes plasmidics
3.1.4.5.1. Generacio6 dels pmiR_AASS

En aquest treball es van generar quatre plasmidis: pmiR_1, pmiR_2, pmiR_3, pmiR_4,
i pmiR_4-Sc. Cada plasmidi contenia una seqiiencia pri-miR_AASS d’estudi, i el
pmiR_4-Sc la seqliencia pmiR_4 amb els nucleotids de les seqiliencies guia i

passatgera desordenats.

Les sequiencies miR_AASS es van adquirir en format de gBlock® Gene Fragment a
través de Integrated DNA Technologies (IDT), amb la seqiiéncia respectiva
flanquejada per 15pb homolegs als extrems del vector linealitzat; veure les
seqiiencies I'Annex Taula 8.2. Per altra banda, es va linealitzar el vector p_AAV_CA
(Addgene - ref. 69616) mitjancant la digestié amb I’enzim de restriccié HindlIlIl i es
va sotmetre el producte a un tractament de desfosforil-laci6, veure I'apartat 3.1.4.1 i
3.1.4.2 respectivament. A continuacio, les seqiiencies miR_AASS es van clonar
mitjancant la tecnologia d’In-Fusion al vector p_AAV_CA, veure l'apartat 3.1.4.3
(Figura 3.2).

Es van transformar les cel-lules Stellar Competent Cells i les seqliéncies van ser
comprovades mitjan¢ant amplificacié del DNA i seqiienciacio tal com s’especifica a

I'apartat 3.1.3.1 1 3.1.4.4 respectivament.

P pmiR_1

| . pmiR_2
pmiR_3
pmiR_4
pmiR_4-Sc

15 pb d'homologia

Figura 3.2. Esquema representatiu del procés de construccié dels p_AAV_miR_AASS.
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3.1.4.5.2. Generacio dels psiCHECK-2_AASS

Per tal de realitzar estudis in vitro de I'eficiencia de silenciament de les seqiiéncies
miR_AASS, es van generar els plasmidis psiCHECK-2_AASS_Huma i psiCHECK-
2_AASS Ratoli.

Les seqiiencies AASS_Huma i Aass_Ratoli contenien les regions de cDNA del AASS
huma i de ratoli respectivament, i es van adquirir en format de gBlock® Gene
Fragment. Ambdues seqliéncies es van generar amb 15pb homolegs als extrems del
vector linealitzat; veure les seqliéncies 1'Annex Taula 8.3. Per altra banda, es va
linealitzar el vector psiCHECK-2 (Promega - ref. C8021) mitjancant la digestié amb
I'enzim de restriccié Notl i Xhol, i es va sotmetre el producte a un tractament de
desfosforil-lacid, veure 'apartat 3.1.4.1 i 3.1.4.2 respectivament. A continuacio, les
sequiencies AASS_Huma i Aass_Ratoli es van clonar mitjancant la tecnologia d’In-

Fusion al vector psiCHECK2, veure I'apartat 3.1.4.3 (Figura 3.3).

Es van transformar les cel-lules Stellar Competent Cells i les seqiiéncies van ser
comprovades mitjancant amplificacié del DNA i seqiienciacid, veure I'apartat 3.1.3.1

13.1.4.4 respectivament.

AASS_Huma

Aass_Ratoli

15 pb d'homologia

Figura 3.3. Esquema representatiu del procés de construccié dels psiCEHCK2_AASS.
3.1.5. Produccio, purificacio i titulacio d’AAV

La produccié dels diferents vectors virals AAV9s es va realitzar mitjancant el

protocol de triple transfecci6 de plasmidis en cel-lules empaquetadores HEK-293.

Els tres plasmidis utilitzats van ser: en primer lloc el plasmidi d’interes,

p_AAV_miR_AASS o p_AAV_miR _Sc, el qual inclou el transgen a expressar flanquejat
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per les regions ITR. En segon lloc, un plasmidi accessori pRep2Cap9, el qual codifica
per a les proteines de la capsida proteica i les proteines necessaries per a la
replicacié viral. I finalment, un plasmidi pAdHelper que codifica per a les proteines
adenovirals auxiliars necessaries. Transcorregudes 72h després de la transfeccio, es
varealitzar la recollida i purificaci6 dels vectors AAV mitjanc¢ant ultracentrifugacions

en gradient de CsCL

Per tal de titular els genomes virals, es van lisar les capsides per obtenir el DNA i es

va quantificar, veure 'apartat 3.1.2.

Pel que fa als AAV9_miR_AASS i AAV9_miR_Sc el procés de producci6, purificacio i
titulacié d’AAV es va dur a terme per part de la Unitat de Producci6 de Virus de la

Universitat Autonoma de Barcelona (UAB).

LAAV9_p31_miR_AASS, que es tracta d’'un AVV9 modificat, es va produir, purificar i
titular en el marc d’'una col-laboracié cientifica amb el grup de Terapia Genica en

Malalties Hepatiques, de la Universidad de Navarra - CIMA.

Les titulacions obtingudes dels diferents vector van ser (Taula 3.11):

Taula 3.11. Recopil-lacié6 titulaci6 vectors virals utilitzats.

Titulacié vectors virals
AAV_miR_AASS 1,23 x 1013 gv/mL
AAV_miR_Sc 1,04 x 1013 gv/mL
AAV9_p31_miR_AASS 2,15x 1012 gv/mL
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3.2. Manipulacié del RNA

3.2.1. Aillament de RNA

Laillament de RNA total (incloent també microRNA), provinent tant de cultius
cel-lulars com de mostres de teixit, es va fer utilitzant el kit comercial miRNeasy®
Mini Kit (Qiagen - ref. 217004). Seguint un protocol basat en l'aillament per

cloroform i la posterior retenci6 a una columna de silice.

Els sediments de cultius cel-lulars o bé d’homogenats de teixit es van lisar amb una
solucié a base de guanidina-tiocianat (Qiazol Lysis Reagent). A continuacid, es va
afegir cloroform i es va barrejar per inversid, generant una fase aquosa i una
d’organica. Proteines, lipids i DNA (a pH acid 4-6) es van quedar a la fase organica
(inferior), mentre que el RNA va romandre a la fase aquosa (superior). Aquesta
ultima, es va traspassar a una columna de silice, la qual mantenia retingut les
molecules de RNA. Després de la realitzacié de diversos rentats, es va eluir el RNA

amb aigua lliure de nucleases, i es va conservar a -80 2C.

3.2.2. Quantificaciéo de RNA

La quantificaci6 de RNA es va realitzar mitjancant la mesura d'absorbancia a 260nm

i posterior aplicaci6 de la Llei de Lambert-Beer, tal i com s’ha descrita l'apartat 3.1.2.

La relacié d'absorbancia 260/280 es va tenir en compte per avaluar el nivell de
puresa de la mostra. Una relaci6 de 2 es considera optima, mentre que valors

inferiors denoten contaminacié per DNA, proteines o solvents.

Les determinacions es van fer utilitzant I'espectrofotometre Nanodrop ™ (Thermo

Scientific).

3.2.3. Analisi de Uexpressio del RNA missatger

L'analisi de RNA missatger (mRNA) cel-lular es va dur a terme mitjan¢cant qPCR.
Degut a que la polimerasa emprada a la qPCR no és capag¢ de reconeixer les
molecules de RNA com a motlle, les mostres de RNA es van sotmetre a un protocol

de transcripcio inversa a DNA.
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La reaccié de retrotranscripcié (Taula 3.12) genera una seqliéencia de DNA
bicatenaria complementaria (cDNA) als mRNA presents a la mostra. La reacci6 es va
realitzar fent servir el kit comercial PrimeScript RT-PCR Kit (Takara - ref. RR014B).
El kit utilitza la transcriptasa inversa del virus de la leucémia murina Moloney
(MMLV-RT) juntament amb encebadors de 6 parells de bases aleatories (Random 6
mers) i encebadors OligodT complementaris a la cua polyA per dur a terme la reaccio

de retrotranscripcio detallada a continuaci6 (Taula 3.13):

Taula 3.12. Protocol reaccio transcripcié inversa del mRNA.

Reaccié transcripcio inversa del mRNA (10 pL)

RNA 500ng
Tamp6 PrimeScript 5X 2 uL
Oligo(dT) 0.5 pL
Random 6 mers 0.5 pL
PrimeScript RT mix 0.5 pL

Aigua lliure de nucleases Finsa 10 pL

Taula 3.13. Condicions transcripcié inversa del cDNA.

Condicions transcripciod inversa del cDNA

Pas Temperatura Temps
Retrotranscripcid 37 °C 15 min
Innactivaci6 MMLV-RT 85 ¢C 5 min

Un cop obtinguda la mostra retrotranscrita, es van afegir 10 puL d’aigua lliure de
nucleases per tal de treballar amb mostres de 250 ng. El cDNA es va conservar a -

20°C per a ser utilitzat per analitzar-lo per qPCR, veure 'apartat 3.1.3.2.

3.2.4. Analisi de Uexpressio del microRNA

L'analisi de I'expressi6 del microRNA (miRNA) es va realitzar mitjancant qPCR
basada en I'is de sondes TagMan. Aquesta tecnologia permet detectar fragments de

seqiiencies curtes i augmentar l'especificitat de la quantificacié.

La retrotranscripci6 de miRNA madurs es va dur a terme seguint un protocol

lleugerament diferent ala de mRNA degut a la mida reduida del fragment (20-25pb).
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Es va requerir d’'una estrategia amb I'is d’'uns encebadors especifics que a banda de
la seqliencia d’homologa al miRNA, contenien una estructura en forma de loop que
allarga la seqiiencia del cDNA. Permetent la unié de la mostra de cDNA amb els
encebadors de la qPCR i les sondes fluorescents de la tecnologia TagMan (Taula

3.14).

La transcriptasa inversa i els encebadors especifics per a cada miRNA madur es van
obtenir de manera comercial de TagMan MicroRNA Reverse Transcrption kit (Applied
Biosystems - ref. 4366596) (Taula 3.15). Veure els encebadors utilitzats a 1'Annex
Taula 8.1.

Taula 3.14. Protocol reaccio transcripci6 inversa del miRNA.

Reacci6 transcripcio inversa del miRNA (5 pL)

RNA 2,5ng
Tampé transcriptasa inversa 10X 0.75 pL
dNTPs +dTTP 100mM 0.075 pL
Inhibidor RNAsa 20U/ pL.  0.095 uL
MultiScribe transcriptasa inversa 50U/ pL. 0.5 pL
TagMan MicroRNA Assay RT Primer 5x 1.5 pL

Aigua lliure de nucleases Finsa 5 pL

Taula 3.15. Condicions transcripcié inversa del cDNA.

Condicions transcripcio inversa del cDNA

Pas Temperatura Temps
16 °C 30 min
Retrotranscripcio
42 °C 30 min
Innactivacié 85 2C 5 min

A continuacié, la quantificaci6 de miRNA es va realitzar per qPCR amb sondes
TagMan. Aquesta es basa en la combinacié d’'una banda d’encebadors, i per I'altra
d'una sonda formada per un fluorofor unit covalentment a l'extrem 5' d'un
oligonucleotid, i un desactivador de fluorescencia a l'extrem 3’ Quan la sonda
reconeix i s’hibrida a la seqiiencia de cDNA, I'activitat exonucleasa de la polimerasa

degrada la sonda i permet que el fluorofor s’escindeixi emetent fluorescéncia. El
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termociclador detecta el senyal fluorimetric resultant, i de la mateixa manera que en

la qPCR, la quantificaci6 es basa en la determinaci6 del cicle de PCR en que el nivell

de fluorescencia supera un llindar determinat.

Les reaccions de qPCR (Taula 3.16) es van dur amb el reactiu TagMan Universal PCR

MasterMix (Thermo Fischer Scientific - ref. 4324018) i el termocliclador QuantStudio

7 (Applied Biosystems) utilitzant les seglients condicions (Taula 3.17):

Taula 3.16. Protocol reacci6é qPCR.

Reaccié qPCR (10 uL)

cDNA 2L
TagMan MicroRNA Assay 20X 0.5 pL
TagMan Universal PCR MasterMix 2X 5 pL

Aigua lliure de nucleases 2.5 pL

Taula 3.17. Condicions reacciéo qPCR.

Condicions qPCR
Pas Cicles Temperatura Temps
Desnaturalitzacid inicial 1 95 ¢C 10 min
Desnaturalitzacio 95 eC 15s
Hibridacio 0 60 2C 60 s
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3.3. Manipulacié de proteines

3.3.1. Western Blot SDS-PAGE.

El Western Blot és una tecnica utilitzada per a la identificacié de proteines a partir
d’un lisat proteic. La tecnica consisteix en tres fases: una primera de separacié de les
proteines en funci6é del pes molecular, on es realitza I'electroforesi en condicions
desnaturalitzants. Una segona fase de transferéncia de les proteines a una
membrana, i una ultima fase d'immunodeteccié, mitjangant s d'un anticos

especific que reconeix la proteina d’interes.

3.3.1.1. Aillament de proteines

L'aillament de proteines cel-lulars provinents de cultiu cel-lular i de disgregat de
teixit, es va fer mitjancant un tampo de lisi ric en sodi dodecil sulfat (SDS) (Taula
3.18) i en preséncia d’inhibidors de proteases, Complete Mini Protease Inhibitor
(Roche - ref. 11836153001). Un cop homogeneitzades les mostres amb el tamp6 de
lisi, aquestes es van incubar a 982C durant 10 min. Tot seguit, les restes cel-lulars
van ser eliminades per centrifugacié (16.000 g durant 5 min) i les mostres es van

conservar a -202C.

Taula 3.18. Protocol preparacié tampo de lisi.

Tampo de lisi

Tris HCl pH 6.8 50 mM
SDS 2% (p/v)
Glicerol 10% (v/v)

Complete Mini Protease Inhibitor 1% (v/v)

3.3.1.2. Quantificacié de proteines

La quantificaci6 de proteines es va realitzar mitjan¢ant un assaig colorimetric basat
en la reducci6 del coure (de Cu2+a Cul*) en medi alcali mediat pels enllacos peptidics
de les proteines. La detecci6 colorimeétrica es dona quan I’acid bicinconinic s’'uneix a
Cul* i es produeix un canvi de color en la mostra. La quantificacié es va dur a terme
amb el kit BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific - ref. 23225) i la lectura

de 1'absorbancia de les mostres es va realitzar a 562 nm a l'espectrofotometre
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Synergy HT (BioTek). Finalment, el valor d’absorbancia es va extrapolar a una recta
patré de concentracions creixents d’albumina serica bovina (de 0 a 64 pg/uL) per

tal d’obtenir la concentracio de proteines.

3.3.1.3. Electroforesi en condicions desnaturalitzants

L'electroforesi de les mostres de proteines es va realitzar en gels d’acrilamida (SDS-
PAGE) en preséncia d’agents desnaturalitzants, com el SDS i el ditiotreitol (DTT). En
el cas del SDS, es tracta d'un detergent amb funci6 desnaturalitzant, que actua
trencant els enllacos covalents de les proteines; per altra banda, també proporciona
una carrega negativa uniforme a totes les proteines. E1 DTT és un agent reductor que
trenca els ponts disulfur, de manera que desplega les proteines per tal que la

conformacio no afecti a la separacié.

Les proteines avancen a través dels gels d’acrilamida, que consten de dues parts. Un
primer gel, que actua com a concentrador i té un percentatge més baix d’acrilamida
(4%) (Taula 3.19). El segon és el gel separador (10%) (Taula 3.19), que actua a mode
de tamis molecular alentint el moviment de molécules grans i afavorint la migracié
de molécules petites. D'aquesta manera s'aconsegueix la separacié de les proteines

d'acord amb la seva mida quan sén sotmeses a un camp eléctric.

Taula 3.19. Protocol preparacio gels electroforesi.

Gel concentrador (4%) Gel separador (10%)
Acrilamida 30% 650 pL Acrilamida 30% 3 mL
Tris HC10,5M pH 6,8 1.25 mL Tris HC10,5M pH 6,8 2.5 mL
SDS10% 50 uL SDS10% 100 pL
Aigua 3 mL Aigua 4 mL
APS10% 50 pL APS10% 100 pL
TEMED 10 pL TEMED 10 uL

Es va treballar amb quantitats de proteina d’entre 40 pg i 120 pg, en funcié de la
mostra i proteina d’interes. Les mostres es van preparar en presencia de tampo de
carrega 6X (Taula 3.20) i es van desnaturalitzar a 952C durant 10 min. L'electroforesi
es va correr en tampd d’electroforesi (Taula 3.20) durant 1,5-2 hores fixant el

voltatge a 100V. Per tal de poder identificar les bandes també es va carregar el
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marcador de pes molecular pre-tenyit PageRuler Prestained Protein Ladder

(Fermentas - ref. SM0671).

Taula 3.20. Protocol preparacié tampons electroforesi.

Tampo6 de carrega 6X Tampo d’electroforesi (1 L)
Tris base 300 mM Trisbase 3¢g
SDS 12% (p/v) SDS 1g
DTT 600 mM Glicina 14/4¢g
Blau de bromofenol 0.6% (p/v) Aigua FinsallL

Glicerol 60% (v/v)

3.3.1.4. Transferéncia a membrana

Una vegada realitzada I’electroforesi, es van transferir les proteines a una membrana
per poder realitzar la immunodeteccid. L'electrotransferencia a les membranes de
PVDF Immunobilon® Transfer Membranes (Merck Millipore Ltd - ref. [IPVH20200)
es van realitzar en el tampo6 de transferencia (Taula 3.21) fixant 'amperatge a 400

mA durant 1hia 4°C.

Previament, les membranes de PVDF es van activar submergint-les 3 min en etanol
100% seguit d’'un rentat amb aigua, i es van equilibrar en el tamp6 de transferencia.
Una vegada acabada la transferencia, les membranes es van netejar amb tampé TBS-

T (Taula 3.21).

Taula 3.21. Protocol preparacié tampons de transferéncia.

Tampo transferencia (1 L) Tampo6 TBS-T
Trisbase 3g Tris HClpH 7.5 10 mM
Glicina 48¢g NaCl 100 mM
Aigua FinsallL Tween® 20 0.1% (v/v)

3.3.1.5. Immunodeteccio i revelat

Per a la detecci6 de les diferents proteines d’interes de la membrana es van utilitzar
anticossos contra epitops especifics de cadascuna d’aquestes. Per tal d’evitar que

succeeixin unions inespecifiques, préviament es va dur a terme una incubaci6 d’1h
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a temperatura ambient en soluci6 de bloqueig (TBS-T amb llet desnatada en pols al
10%). Seguidament, es va procedir a la incubacié amb l'anticos primari especific (a
la diluci6 determinada en TBS-T amb llet al 5%) durant 1h en agitacié a temperatura
ambient (TA) o tota la nit a 42C. Els anticossos utilitzats han estat els segiients (Taula

3.22):

Taula 3.22. Recopilacié d’anticossos utilitzats en la immunodeteccié de proteines.

Anticos Casa comercial Referencia  Diluci6 Incubacié
Anti - AASS Sigma-Aldrich HPA020734 1:300 O/N a 4°C
Anti - GAPDH Merck Millipore ABS16 1:1000 1h TA
Anti - PCGF3 Bio-Techne NBP2-93613  1:1000 0/N a 4°C
Anti - RASSF4 Antibodies AB89518 1:1000 0/N a 4°C

Després d’eliminar I'excés d’anticos amb dos rentats en TBS-T durant 10 min en
agitacié, les membranes es van incubar amb el corresponent anticos secundari
(marcat amb peroxidasa de rave) en la seva dilucié6 determinada, durant 1h en
agitacié a temperatura ambient. Tots els anticossos primaris utilitzats en aquest
treball tenien com a especie d’origen biologic el conill, aixi doncs ’anticos secundari
utilitzat va ser Polyclonal goat anti-rabbit Inmunoglobulin HRP-conjugated (Dako -
ref. P0448) a una diluci6 1:2000.

Finalment, es va realitzar la immunodeteccié revelant amb el kit Amersham™ ECL
Prime Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare Life Science - ref.
RPN2209) que conté peroxid d’hidrogen i luminol. En la reaccié del revelat, la
peroxidasa conjugada amb l'anticos secundari promou l'oxidacié del luminol al
degradar el peroxid d’oxigen. Aquesta reaccié produeix quimioluminescencia que és

detectada amb el lector LAS-4000 (Fujifilm).

La intensitat de les bandes detectades de les proteines d’interes va quantificar-se
per densitometria amb el programa informatic ImageJ (NIH). En tots els casos els
valors d’intensitat de la banda d’interes es van relativitzar al valor d’intensitat de la
banda control obtinguda d'una proteina ubiqua, la GAPDH, de la mostra

corresponent.
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3.3.2. Assaig luciferasa

L'assaig luciferasa és un assaig de luminescencia que mesura l'activitat de la
luciferasa renilla i firefly, partint d’'un cultiu cel-lular transfectat amb un o dos

vectors d’expressid que continguin aquestes dues proteines.

En aquest treball, aquesta estrategia va permetre mesurar de manera indirecta
I'expressio in vitro d’'una seqiiencia de DNA d’interes, utilitzant el kit comercial Dual
Luciferase Reporter Assay System (Promega - ref. E1910). La seqiiencia d’interes es
va clonar a laregi6é 3’'UTR del gen de Luciferasa Renilla, el constructe també contenia
el gen Luciferasa Firefly; veure la generacié del constructe a 'apartat 3.1.4.5.2. Aixi
doncs, 'activitat de la luciferasa renilla era directament proporcional a I'expressié
de la seqiiencia de DNA d’interes, es van normalitzar els valors per l'activitat de la

luciferasa firefly.

Les cel-lules es van transfectar de forma transitoria amb els plasmidis psiCHECK-
2_AASS_Huma o psiCHECK-2_AASS_Ratoli i els plasmidis d’estudi, I'assaig es va dur
aterme ales 48 h post-transfeccio, veure I'apartat 3.4.2. El lisat cel-lular es va obtenir
després d’afegir un tampo de lisis (PLB) sobre el cultiu cel-lular i incubar-les a -802C
durant 1h. En una placa blanca opaca de 96 pous es va afegir 10uL de cadascuna de
les mostres. En primer lloc, es va afegir 50uL del reactiu comercial de luciferina
(LARII) a cada mostra i es va mesurar la luminescencia corresponent a I'activitat de
la luciferasa firefly. Després, es va afegir 50uL del reactiu comercial de
coelenteracina (Stop&Glo), per tal de mesurar I'activitat de la renilla luciferasa. Les
lectures de luminescencia de les mostres es van realitzar amb 1'espectrofotometre

Synergy HT (BioTek).

3.3.3. Assaig luminescencia - Activitat enzimatica de 'AASS

L'analisi de l'activitat enzimatica de I'AASS es va dur a terme mitjancant una
estrategia de mesura indirecta. Mitjangant una reaccié de luminescéncia es va

detectar la quantitat de NAD(P)H, cofactor de I'AASS.

L'assaig es va realitzar seguint el kit comercial NAD(P)H-Glo™ Detection System
(Promega - ref. G9061). Partint d’un lisat provinent d'un cultiu cel-lular el qual

contenia NAD(P)H de forma endogena. En presencia de NAD(P)H del lisat i del
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substrat comercial de reductasa amb proluciferina, l'enzim reductasa forma
luciferina. Aleshores, la luciferina es va quantificar mitjancant la luciferasa
recombinant Ultra-Glo™ (rLuciferasa), emetent un senyal de fluorescéncia el qual
era proporcional a la quantitat de NAD(P)H a la mostra. Els valors de NAD(P)H eren

inversament proporcionals a I'activitat d’AASS, ja que es mira el seu consum.

Les cel-lules es van cultivar en abséncia i presencia de lisina 10 mM durant 72 h per
tal d’estimular el catabolisme d’aquest aminoacid, i per tant I'activitat de I’AASS. El
lisat cel-lular es va obtenir després d’afegir un tampé de lisis (PLB) sobre el cultiu
cel-lular i incubar a -802C durant 1h. En una placa blanca opaca de 96 pous es van
afegir 50uL. de cadascuna de les mostres per duplicat, i a continuacié 50uL de la
solucié de detecci6 de luciferina comercial. Transcorreguda 1h d’incubacié a
temperatura ambient, es va realitzar la mesura de luminescencia, utilitzant

'espectrofotometre Synergy HT (BioTek).

Finalment, es va realitzar la mesura de quantitat de proteina per tal de poder

normalitzar els valors, veure I'apartat 3.3.1.2.
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3.4. Tecniques de cultius cellulars

3.4.1. Linies cellulars i condicions de cultiu.

Totes les linies utilitzades en aquest treball es van cultivar en cultius adherents a
379C15% de COz2. Les cel-lules es van cultivar en DMEM (Gibco ™ Dulbecco's Modified
Eagle Medium; Thermo Fisher Scientific - ref. 41966052) o bé Advanced DMEM/F-12
(Life Technologies - ref. 12634-028) suplementat amb un 10% de sérum fetal bovi
(Gibco Fetal Bovine Serum; Thermo Fisher Scientific - ref. 10270106), 2mM de
glutamina, 100 U/mL de penicil-lina i 100 mg/mL d'estreptomicina.

Les linies cel-lulars utilitzades han estat (Taula 3.23):

Taula 3.23. Recopilaci6 de linies cel-lulars utilitzades.

Linia cel-lular Tipus cel-lular Origen Medi

NIH 3T3 Linia cel-lular murina de fibroblasts ATCC DMEM
embrionaris.

HEK?293 Linia cel-lular humana derivada de teixit =~ ATCC DMEM

epitelial de rony6 embrionari.
SH-SY5Y Linia cel-lular humana de ATCC DMEM:F12

neuroblastoma. (1:1)

3.4.2. Transfeccions

La introduccié de DNA exogen per a la seva expressio transitoria o estable en
cel-lules eucariotes es va dur a terme a través de dos procediments diferents:
transfeccié6 mitjancant fosfat calcic i transfecci6 mitjancant nanoparticules

lipidiques.

En ambdues metodologies les cel-lules es van sembrar 24h previes a la transfeccio6 a
una densitat cel-lular determinada, per tal de permetre la divisio cel-lular fins al final

de I'experiment.

Amb l'objectiu d’'induir I'expressié estable d’'un vector d’interes exogen, es va co-
transfectar un plasmidi d’interes i un plasmidi p_BABE_puro (Addgene - ref.1764) a

una proporcié 10:1. La introducci6 d’aquest plasmidi retroviral, donava lloc a
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I'expressio del gen de resistencia a la puromicina. A les 48h de la co-transfeccio, les
cel-lules es van seleccionar amb puromicina (2,5ug/ml), i posteriorment es va
realitzar I'aillament i validaci6 de clons. Aconseguint aixi, un cultiu on la totalitat de

les cél-lules incorporaven el plasmidi d’interes.

3.4.2.1. Transfeccié mitjangant fosfat calcic

La técnica es basa en la generacio6 de precipitats de fosfat calcic- DNA a partir de la
incubaci6 del vector de DNA amb una solucié de clorur de calci en un tampd de sals.
Aquests precipitats s'afegeixen al cultiu cel-lular i s6n interioritzats per les cél-lules

mitjancant endocitosi.

Les transfeccions mitjancant fosfat calcic es van fer seguint el protocol associat al kit
CalPhos™ Mammalian Transfection Kit (Clontech® Laboratories - ref. 631312). Per
formar els precipitats la soluci6 salina comercial (HBS) es va afegir gota a gota a un
tub que contenia previament el DNA d’interes i la solucid de calci 2M. Transcorreguts
20 min, el precipitat es va afegir al cultiu cel-lular. Al cap de 24 h, el medi de cultiu es
va canviar per un medi fresc. Finalment, al cap de 48 h post-transfeccié es van iniciar

els estudis d’expressio corresponents a cada experiment.

3.4.2.2. Transfeccio mitjangant nanoparticules lipidiques

Aquesta estrategia es basa en la formacié de nanoparticules lipidiques anomenades
liposomes, que contenen el DNA d’interes al seu interior. Els liposomes carregats
positivament a la seva superficie poden fusionar-se amb la membrana plasmatica de

les cel-lules vives, permetent que el DNA arribi al citoplasma.

Les transfeccions mitjangant liposomes es van fer seguint el protocol associat al kit
Lipofectamine 3000 (Thermo Fisher Scientific - ref. L3000008). Per tal de formar els
liposomes, el DNA d’'interes es va dissoldre en les solucions comercials.
Transcorreguts 15 min, el complex lipid- DNA es va afegir al cultiu cel-lular. Al cap
de 48 h post-transfeccié es van iniciar els estudis d’expressié corresponents a cada

experiment.
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3.5. Tecniques de manipulacié animal

Tots els protocols i procediments de manipulaci6é animal realitzats en aquest treball
van ser aprovats pel Comite Etic d’Experimentacié Animal (CEEA) de la Universitat
de Barcelona i el Departament d’Agricultura, Ramaderia i Pesca de la Generalitat de
Catalunya. En tot moment s’han seguit les directrius de la Unié Europea per la
correcta cura i manipulacié dels animals de laboratori 86/609/EEC i el decret
214/1997 del Departament d’Agricultura, Ramaderia i Pesca de la Generalitat de

Catalunya.

Els animals utilitzats en aquest estudi van ser ratolins d’entre 1 dia i 6 mesos de vida
de dues soques diferents: la soca C57BL/6] adquirida a ENVIGO i la soca B6.129S4-
Gcdhtm1Dmk/Mmnc (homozigot knock-out per a la Gedh) obtinguda del Mutant
Mouse Resource and Research Center (MMRRC) de la Universitat de Carolina del

Nord.

Els animals van ser estabulats a 'estabulari SPF (Specific Pathogen Free) de la
Facultat de Medicina de la Universitat de Barcelona. L'estabulacié es va dur a terme
en un ambient amb condicions controlades de: gabies de plastic (maxim 5 animals
per gabia), temperatura (22+22C), humitat (60%), cicle de llum- foscor de 12h amb
aigua i menjar ad libitum. Els ratolins van ser alimentats ad libitum amb una dieta
estandard (SD, per les seves sigles en anglés) o una dieta alta en lisina (HLD, per les
seves sigles en angles) 4,7%. Els animals van comencar la dieta HLD en el
deslletament a les 3 setmanes de vida. La dieta alta en lisina (HLD) al 4.7% va ser

preparada per la empresa ENVIGO (ref. MD.170563).

3.5.1. Administracio in vivo

3.5.1.1. Intravenosa

L'administracié sistémica dels vectors virals AAV9 per via sanguinia es va realitzar
en tres edats diferents del estadi del desenvolupament del ratoli: P1 en periode
neonatal, P15 periode jove, P30 periode adult-jove. Al llarg dels grups experimentals

es van administrar dosis de: 7,5 x 1012 vg/kg, 1,5 x 1013 vg/kg i 5 x 1013 vg/kg.
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3.5.1.1.1. Intravenosa en edat neonatal

L'administracié en edat neonatal (P1) es va realitzar a través de la vena temporal
amb una agulla de 30 G. En el cas de P1 els vectors virals es van diluir en solucié

salina fins al volum final de 30 pL a temperatura ambient.

Préviament a qualsevol manipulacio, els ratolins es van anestesiar amb gel sec
durant 30-60 s. A continuacio, el ratoli a injectar es va col-locar sota un estereoscopi,
per tal de reconeixer correctament la vena temporal i procedir a l'administracié dels
vectors virals. La vena temporal esta just anterior al inici de l'orella en ratolins i és
clarament visible a cada costat del cap durant els dos primers dies després del

naixement utilitzant un microscopi de dissecci6 .

Un cop feta I'administracid, es va esperar a la recuperacié de la cria, que es va
detectar per un canvi a la coloracié de la pell i el restabliment del moviment i
reflexos. Finalment, el ratoli es va retornar a la gabia amb els progenitors, recobrint-
lo amb el material del niu per tal de garantir la re-acceptacié per part dels

progenitors.

3.5.1.1.2. Intravenosa en edat jove o jove-adult (P15i P30)

L'administracié en edat jove o jove-adult (P15 o P30 respectivament) es va realitzar
a través de la vena de la cua amb una agulla de 29 G. En aquest cas, els vectors virals
es van diluir en solucié salina fins al volum final d’administracié de 100 pL a

temperatura ambient.

Per dur a terme 'administracié, es va immobilitzar I'animal en un restrainer. Per tal
de vasodilatar la vena es va aplicar calor mitjangant llum infraroja i un massatge amb
alcohol. La vasodilatacid és essencial per tal d’obtenir una administraci6 optima dels

vectors virals al torrent sanguini.

3.5.1.2. Cisterna Magna

L'administracié locoregional dels vectors virals per via cisterna magna es va realitzar
en dues edats diferents del estadi del desenvolupament del ratoli: P15 periode jove
i P30 periode adult-jove. Les dosis administrades van ser de 1,5 x 1013 vg/kg i 7,5 x

1012 vg/kg respectivament.
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Es va administrar un volum de 10 pL utilitzant una xeringa Hamilton amb agulla de

34 G.

Préviament a qualsevol manipulacid, els ratolins es van anestesiar mitjancant
I'exposicid a isofluora 4%. A continuacio, la part posterior del cap es va rapar i
esterilitzar amb alcohol 96%. Es va col-locar el ratoli de manera que exposés al
maxim la regi6 de la cisterna magna i es va fer una incisié des de la cresta occipital
fins al clatell de 'animal d'aproximadament 1 cm. Es va localitzar el foramen
magnum en la part més posterior de la linia mitjana i es va procedir a administrar
els vectors virals realitzant una injeccid lenta (aproximadament 10 uL en 10 segons).
Finalment, es va tancar la incisi6 amb I'adhesiu tissular Hystoacryl (Braun - ref.
1050044). Es va retornar el ratoli a la gabia i es va comprovar la correcta

recuperacio.

Aquesta técnica es va aplicar segons el protocol establert i compartit pel Laboratori
d'Enginyeria Genética Animal i Terapia Genica del Centre de Biotecnologia Animal i
Terapia Génica (CBATEG) de la Universitat Autonoma de Barcelona (UAB) (Haurigot
etal, 2013).

3.5.2. Eutanasia i obtenciéo de mostres

Per I'eutanasia i presa de mostres, els animals es van anestesiar amb anestésia
inhalatoria amb isofluora, IsoVet (Braun - ref. 469860) i es van eutanasiar per

dislocacid cervical.

Préviament a l'eutanasia i sota els efectes de l'anestesia, es va extreure sang
realitzant una puncié cardiaca amb una agulla de 29 G. Les mostres de sang es van
centrifugar a 3500 rpm durant 15 min i el serum obtingut es va mantenir a -802C

fins al seu analisi.

Paral-lelament, es van extreure els seglients organs: fetge, rony0 i cervell. Del cervell
sencer se’n van destriar I'escorc¢ar cerebral i el nucli estriat. Totes les mostres es van
congelar immediatament en nitrogen liquid i conservar a -802C fins al seu analisi,

per tal de preservar totes les seves condicions natives.
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3.6. Analisi bioquimiques
3.6.1. Homogenats de teixits

Per tal d’obtenir els compostos acids dels teixits, es va partir d'un homogenat de les
mostres de fetge i estriat. Pel que fa al serum, es va partir de la mostra processada

en el moment de I'eutanasia, veure 'apartat 3.5.2.

Es va treballar amb un fragment de teixit d'uns 20-50 mg, les mostres es van
disgregar en 350 pL tampd mannitol (Taula 3.24) utilitzant un embol motoritzat a
800 rpm. Les restes cel-lulars van ser eliminades per centrifugacié (650 g) durant
10 min a 4°C. El procés es va repetir una segona vegada i les mostres es van

conservar a -802C. Cal destacar que tot el procediment es va realitzar en fred.

Taula 3.24. Protocol preparacio tampo6 Mannitol.

Tampo Mannitol (pH 7,2)

Mannitol 225 mM
Sucrosa 75 mM
Tris-HCl 10 mM

EDTA 0,1mM

Amb l'objectiu de normalitzar els resultats finals, es va quantificar la concentracié

de proteines de les mostres, veure 'apartat 3.3.1.2.

3.6.2. Quantificacio d’acids dicarboxilics, metabolits clau de
UAG1

La mesura dels nivells d’acid glutaric (GA) i acid 3-hidroxiglutaric (3-OH-GA) es va
realitzar en serum, i homogenats de fetge i estriat, mitjancant ultra cromatografia

liquida d’alta resolucié acoblada a espectrometria de masses en tandem (UPLC-

MS/MS).

Per tal d’obtenir els compostos acids dels teixits, es va partir d'un homogenat de les

mostres de fetge i estriat preparats com s’especifica a I'apartat 3.6.1. Pel que fa al
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serum, es va partir de la mostra processada en el moment de I’eutanasia, veure

I'apartat 3.5.2.

Per a I'analisi 100 pL de serum o de teixit es van barrejar amb una solucié aquosa
que contenia els estandards interns dels acids d’interes marcats amb deuteri (acid
glutaric-d4 i acid 3- hidroxiglutaric-d5), necessaris per la quantificacié dels
metabolits clau (Taula 3.25). Els compostos acids es van aillar passant aquesta
barreja per una placa Oasis HLB de 96 pous amb una matriu d’absorcié de 60 mg per
a teixits (Waters - ref. 186000679) i 30 mg per a serum (Waters - ref. WAT058951).
Aquestes plaques contenen un adsorbent polimeric universal de fase reversa que
permet l'extraccié de compostos a partir de diferents matrius. Amb aquest primer
pas els compostos acids quedaven retinguts a la membrana d’absorci6, mentre que
aquells components no desitjats eren eliminats. A continuaci6, es va afegir una
solucié d’acetonitril/metanol (90/10), que mitjancant el buit permetia I'eluci6 dels
compostos d’interes. Finalment, es va afegir el mateix volum d’acid formic al 0,4% a
la mostra, per tal de facilitar la posterior ionitzacié i la seva detecci6 mitjancant
UPLC-MS/MS. Les mostres es van conservar a -202C fins al seu analisi, presentant

una estabilitat d’'un maxim de dues setmanes.

En paral-lel a les mostres, es va preparar una corba de calibratge de nou punts en un
rang de 0 a 250uM per a cadascun dels compostos i contenint la matriu biologica
corresponent en cada cas. Es preparaven a cada série analitica igual que les mostres

partint de 100 pL de cada soluci6 estandard a diferent concentracié.

Taula 3.25. Protocol preparacié mostra per I'aillament de compostos acids.

Preparacié mostra aillament de compostos acids

Serum, homogenat teixit o punt corba 100 pL
Solucié aquosa d’estandards deuterats 25 uL

Aigua miliQ 250 pL

Un cop preparades les mostres es van analitzar amb un UPLC-MS/MS. La separacid
cromatografica es va realitzar en un sistema ACQUITY UPLC (Waters) amb una

columna ACQUITY Premier BEH C18 (1,7 um, 2,1 x 100 mm). El cabal del flux es va
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establir a 320 pL/min mitjangant una barreja binaria de dissolvent A (aigua amb

0,4% d’acid formic) i dissolvent B (metanol amb 0,4% d’acid formic).

Els acids d’interes es van detectar mitjancant espectrometria de masses en tandem
XevoTQ-S (Waters), utilitzant una ionitzacié negativa i un metode de multiple
reaction monitoring (MRM) per a la detecci6 dels ions caracteristics de cadascun dels
compostos. La transicié que es va utilitzar va ser 131 > 87 per GAi 147 > 85 fer 3-
OHGA. Els temps de retencié van ser de 2,24 i 1,16 min, pel GA i 3-OH-GA
respectivament. Els valors es van quantificar amb el programari Targetlynx (Waters)
utilitzant una corba de calibratge dels dos compostos. Finalment, els resultats es van
normalitzar pel contingut de proteines i es van expressar en (UM en plasma o

nmol/mg prot en teixits.).

3.6.3. Quantificacio de la peroxidacio lipidica

L'analisi de la peroxidacio lipidica, indicador d’estres oxidatiu en cel-lules i teixits, es
va dur a terme mitjancant la quantificacié de malondialdehid (MDA). EI MDA és un
dels productes que es genera arran de la peroxidacié d’acids grassos poliinsaturats,

que es dona en contextos de lesi6 oxidativa de les membranes cel-lulars.

La mesura de MDA es va realitzar seguint 'assaig colorimetric del kit comercial
BIOXYTECH LPO-586 (OxisResearch - ref. 21012). Partint d’'un homogenat de
mostres d’estriat en PBS (pH=7.4), el MDA endogen de la mostra reacciona amb els

reactius comercials, donant a lloc a un cromofor estable d’absorbancia 586nm.

Els valors de I'absorbancia es van extrapolar a una recta patré de concentracions
conegudes (0 a 200 uM MDA). Finalment, els resultats es van normalitzar pel

contingut de proteines present a la mostra.

3.6.4. Quantificacio de parametres bioquimics en sérum

La quantificaci6 dels nivells de l'activitat de fosfatasa alcalina, proteina total,
colesterol i triglicerids es va analitzar en els serums dels grups d’animals indicats.
Es van realitzar seguint els procediments estandards del fenotipatge de models
murins en el German Mouse Clinic del Helmholtz Zentrum Miinchen (Fuchs et al.

2018).
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3.7. Analisi histologiques

3.7.1. Obtencio i processament de mostra

Per a les tecniques d’histologia, préviament a I’eutanasia dels ratolins es va realitzar
un procés de perfusié transcardiaca amb una solucié salina seguida de de
paraformaldehid al 4% (PFA). Aquesta tecnica permet netejar la sang i preservar

millor les estructures tissulars i cel-lulars del cervell.

Al llarg del procediment els ratolins estaven sota els efectes de l'anestesia
inhalatoria. Per tal de crear un circuit transcardiac obert, es va penetrar el ventricle
esquerre amb una palometa d’infusio, i es va realitzar un tall a I'auricula dreta. La
soluci6 salina i el PFA es van administrar amb una xeringa de 20 mL realitzant una
infusié lenta (aproximadament 1 mL en 5 s). Un cop perfés el ratoli, es van
recol-lectar els teixits d'interes (fetge, ronyd i cervell) i es van mantenir en PFA al 4%

durant 24h a 42C per després ser incloses en blocs de parafina.

Pel que fa els cervells, es van realitzar talls coronals en seccions de 6 pm a dues
profunditats diferents en les que quedés exposat I'estriat. Pel que fa el fetge i rony0,

es van fer talls de 5 pum.

La inclusié en blocs de parafina i els talls es va realitzar a la plataforma del Servei de

Biobanc de la Fundacié Clinic per la Recerca Biomedica- IDIBAPS.

3.7.2. Tincions histologiques

3.7.2.1. Tincié hematoxilina/eosina de les seccions tissulars

La tincié d’hematoxilina/eosina és una metodologia de tinci6 més popular per
analitzar histologies tissulars. Lhematoxilina marca amb un colorant morat els
components nuclears, inclosos 1'heterocromatina i els nuclis cel-lulars, degut a
I'afinitat a estructures acides. Mentre que '’eosina tenyeix amb un color rosat els
components citoplasmatics, com ara el col-lagen i les fibres elastiques, les fibres

musculars i els globuls vermells.

Per realitzar la tincid, les mostres es van desparafinar, i es van tenyir primerament

amb hematoxilina. Després d'un rentat amb aigua destil-lada, es van tenyir amb
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eosina. Posteriorment es van deshidratar les mostres, i muntar en un portaobjectes

per poder analitzar.

Les tincions d'hematoxilina/eosina van ser realitzades per la plataforma del Servei

del Biobanc de la Fundaci6 Clinic per la Recerca Biomedica- IDIBAPS.

3.7.2.2. Immunohistoquimica de les seccions de cervell de
parafina

La immunohistoquimica permet la deteccié de components concrets del teixit que
es vol estudiar. Aquestes tincions es realitzen mitjancant I'ds d’anticossos d’unié a
proteines especifiques, que posteriorment es conjuguen amb anticossos secundaris
que permeten el marcatge amb peroxidasaila seva detecci6. La intensitat de la tincid
permet realitzar una analisi semiquantitativa de I'expressié i localitzacié de la

proteina d’interes.

Per realitzar les immunohistoquimiques es va utilitzar un protocol de
desparafinacié i rehidratacié de les seccions. Els talls histologics es van submergir
durant 10 min en soluci6 de xilol (3 repeticions), etanol 100% (2 repeticions), etanol

96%, etanol 70% i etanol 50%, fins acabar amb una immersi6 en aigua destil-lada.

Amb I'objectiu de facilitar el reconeixement de I'epitop per part de I'anticos primari,
les seccions es van sotmetre a un tractament de recuperacié antigénica. Les mostres

es van bullir a una olla a pressié amb una soluci6 de tamp6 citrat durant 5 min.

Cal destacar que, per a la immunohistoquimica de 8-0xodG no es va realitzar al
tractament de recuperacié antigenica, ja que l'anticos detectava un nucleotid
guanosidat del DNA, i no un antigen. Per evitar detectar 8-oxodG del RNA, es va
realitzar un tractament de les mostres amb RNAsaA 5mg/mL 1h (Qiagen - ref.
19101) i posteriorment HCl 2N 5 min, seguit de Tris pH 8,8 5 min per evitar la

desnaturalitzaci6 de la mostra. Es va prosseguir amb el bloqueig i I'anticos primari.

Per tal d’evitar el marcatge inespecific, les mostres es van incubar amb una soluci6
de bloqueig rica en albimina durant 1,5 h en una cambra humida. Un cop finalitzat

el bloqueig, es van realitzar rentats de 5 min en PBS (3 repeticions).
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En aquest moment es van incubar les mostres amb els anticossos primaris especifics
O/N a 4°C a la dilucié corresponent amb PBS i 0,1% BSA. Els anticossos utilitzats

han estat els segtients (Taula 3.26):

Taula 3.26. Recopilaci6 d’anticossos utilitzats per a la immunohistoquimica.

Anticos Casa comercial Referéncia Dilucié
Anti-Glial Fibrillary Acidic Protein Sigma-Aldrich G3893 1:800
(GFAP)
Anti-Myelin Basic Protein (MBP) BioLegend 836504 1:1200
Anti-NeuN, clon A60(NeuN) Sigma-Aldrich MAB377 1:1200
Anti 8-oxodG, clon N45.1(8-0xodG) Abcam ab48508 1:100

A l'endema, es rentaven amb PBS (3 repeticions) i es realitzava un bloqueig de les
peroxidases endogenes per tal d’evitar un marcatge inespecific. El bloqueig es va
realitzar incubant les seccions amb una solucié de bloqueig comercial Dual
Endogenous Enzyme-Blocking Reagent (Agilent - ref. S200380-2) durant 10 min a
temperatura ambient. Després de tres rentats amb PBS, les mostres es van incubar
amb l'anticds secundari Dako EnVision® + Dual Link System-HRP (DAB+) (Agilent -
S200380-2), durant 1h a temperatura ambient. Un cop finalitzada la incubaci6 es

van realitzar rentats de 5 min en PBS (3 repeticions).

El revelat es va dur a terme amb el reactiu comercial del kit, el qual utilitza 3,3-
diaminobenzidina (DAB) com a cromogen. A continuacio, les mostres es van tenyir
amb solucié d’Hematoxilina de Harris (PanReac AppliChem - ref. 253949.1610).
Posteriorment, es van deshidratar les mostres realitzant el protocol invers al descrit
anteriorment. Finalment, es van muntar sobre un portaobjectes amb el medi de

muntatge DPX mountant for histology (Sigma-Aldrich - ref. 06522).

Per realitzar I'analisi, totes les tincions es van escanejar amb un objectiu de 20X.
Aquest servei el va realitzar la plataforma del Servei del Biobanc de la Fundaci6

Clinic per la Recerca Biomedica- IDIBAPS.

L'analisi i la quantificaci6 dels talls histologics es va dur a terme mitjan¢ant el
programa QuPath-0.5.0. Per quantificar els marcatges, es va seleccionar la regid

d’interés, es van ajustar els parametres optims al programa i es va procedir a la
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deteccio per contrast. Els valors es van representar en % d’area de vacuoles, % de
cél-lules positives per GFAP i 8-oxodG, % d’area tenyida per MBP i nombre de

cel-lules per mm? per NeuN.
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3.8. Recursos bioinformatics

3.8.1. Recursos informatics relacionats amb els dissenys de
miRNA

Ensembl - plataforma bioinformatica que recopila els genomes eucariotes
seqiienciats aixi com els transcrits. En el cas d’aquest treball s’hi va fer la cerca de
les seqiiéncies, transcrits i dominis estructuralment conservats de I'’AASS en el

genoma huma i de ratoli.

Nucleotide BLAST - plataforma bioinformatica per 'alineament de seqtiéncies de
DNA. L'algoritme compara la seqiiencia problema amb les seqiiencies d’'una base de
dades per tal d’identificar les que tenen més homologia. En aquest treball es va
utilitzar per identificar 'homologia de les seqiiencies candidates miR_AASS amb el
cDNA de I'AASS d’huma i ratoli. A més, també va ser util per tal d’identificar els

possibles off-targets.

ViennaRNA forna - eina de visualitzaci6 d'estructura secundaria de RNA. La
plataforma es va utilitzar durant el disseny i visualitzacié de les seqliencies

miR_AASS.

3.8.2. Altres recursos bioinformatics

Primer3 - plataforma bioinformatica que et permet dissenyar encebadors a partir

d’una seqiiencia DNA patré.
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3.9. Analisis estadistiques i representacio grafica

Les analisis estadistiques i representacié grafica de les dades obtingudes es van
realitzar amb el programa Prism 8 (GraphPad Software). Els resultats es van

expressar com a la mitja # SEM (error estandard mig).

Al llarg d’aquest treball totes les comparacions estadistiques es van avaluar
mitjancant I'analisi de Mann-Whitney, un test no parametric que tracta les mostres
com a independents. A excepci6 de I'estudi de supervivencia, en el qual es va utilitzar

el metode Kaplan-Meier i es va avaluar amb una prova de rang llarg (Mantel-Cox).

Les diferéncies es van considerar estadisticament significatives (*) quan el valor p <
0,05 i altament estadisticament significatiu (**) quan el valor p<0,01, (***) quan el

valor p<0,001.
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4.1. Dissenyiidentificaciéo dels miRNA amb
capacitat de silenciar CAASS in vitro

Per tal d’inhibir el primer pas de la via del catabolisme de la lisina com a aproximaci6
terapeutica per a 'aciduria glutarica tipus 1 (AG1), es va proposar silenciar el gen

AASS que codifica per a la proteina alfa-aminoadipic semialdehid sintasa (AASS).

L’estrategia de silenciament escollida va ser 1'is de microRNA artificials (miRNA, per
les seves sigles en angles), aquests s6n molecules petites de RNA que participen en
la regulacié de l'expressié genica, mitjangant la complementarietat especifica a
regions del RNA missatger (mRNA, per les seves sigles en anglés) diana. Aquesta
estrategia basada en el mecanisme d’interferencia del RNA (iRNA, per les seves
sigles en angles) s’ha posicionat com una proposta terapeutica atractiva d’'inhibicié

post-transcripcional (Traber & Yu 2023).

Per assolir aquest objectiu s’han dissenyat diferents miRNAs, amb I'objectiu
d’identificar aquell que indueix el silenciament del transcrit de I'’AASS més

eficientment.

4.1.1. Disseny dels miRNA

Els principals reptes que s’han d’afrontar en el disseny dels miRNA sén els de
maximitzar I'eficiencia de silenciament i reduir-ne els possibles efectes no desitjats
en altres gens (off-target). Aixi, per tal d’optimitzar els miRNA d’aquest treball, el
disseny es va fer seguint diferents premisses descrites previament en la bibliografia

(Bofill-De Ros & Gu 2016; Cabrera & Mueller 2016).

Per una banda, es van seleccionar les seqiiencies diana de reconeixement.
Primerament, es va tenir en compte que les regions d’'uni6 entre la seqiiencia diana
i el miRNA estiguessin en zones de dominis estructuralment conservats de ’AASS. A
més, es va prioritzar que la regi6 diana fos 100% homologa entre el cDNA de I'’AASS
huma i I'’Aass de ratoli. Aix0 va ser aixi, ja que la estrategia terapeutica proposada
s’avaluaria en un model de ratoli en el context d’aquesta tesi, pero posteriorment es
preten escalar a una fase clinica. En segon lloc, es van seleccionar seqiiéncies diana
de 19 a 22 nucleotids, amb un contingut de nucleotids GC del 40-60%, per tal
d’afavorir la seva estructura i augmentar 'eficiencia de silenciament. Finalment, per

evitar possibles efectes off-target i comprovar que les sequiéncies diana eren
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uniques en regions codificants d’humans i ratolins, es va fer una analisi d’homologia
mitjancant 'eina bioinformatica d’alineament de seqiiéncies Nucleotide BLAST i es
van excloure totes aquelles seqliencies diana amb una homologia superior al 70%

respecte a altres seqiiéncies de cDNA del genoma huma o de ratoli.

D’altra banda, es van generar els dissenys de les seqliéncies de pri-miRNA d’estudi,
que son les seqliencies precursores primaries a partir de les quals es processa el
miRNA madur mitjancant el mecanisme endogen d’iRNA. Les pri-miRNA tenen una
estructura de forqueta, estan formades per un loop flanquejat per dues seqiiencies
de cadena senzilla complementaries entre si. La seqiiencia que conté I'extrem 5’
s’anomena cadena guia, aquesta seqtiencia de 19-22 nucleotids es va dissenyar per
ser perfectament complementaria a la seqliencia diana. Mentre que la seqiiencia
amb l'extrem 3’, denominada cadena passatgera, es va dissenyar 100% homologa a

la seqiiencia diana (Figura 4.1A).

Per tal d’optimitzar l'eficiéencia del mecanisme d’iRNA es van introduir certes
modificacions a les seqliéncies pri-miRNA. A la cadena guia, el nucleotid de I'extrem
5 es va substituir per un nucleotid A o T, per aixi millorar l'estabilitat
termodinamica del miRNA i afavorir I'activitat enzimatica de ’Argonaute 2 (AgoZ2)
(Cabrera & Mueller, 2016). A la cadena passatgera, a I'extrem 3’ es va introduir un
nucleotid d’A extra, i el tercer nucleotid de la seqiiencia es va intercanviar per un
nucleotid C o G. Aquestes canvis van generar una asimetria a l'estructura de
forqueta, aportant una millor predisposicid a la seleccié adequada de la cadena guia
i afavorint l'eficacia de la cadena guia, reduint possibles efectes off-target no

desitjats (Frank et al. 2010).

Pel disseny del loop es va utilitzar com a referencia la seqiiencia de 18 nucleotids del
loop del pri-miR-16 huma endogen. A més, per tal d’aportar un major context
genomic i aixi millorar el processament del miRNA, es van afegir 100pb del pri-miR-
16 huma endogen flanquejant les cadenes guia i passatgera (Watanabe et al., 2016).

Veure la seqiiencies completes incloses en pri-miR-16 a I'Annex Taula 8.2.

Tenint en compte totes aquestes consideracions, es van dissenyar quatre seqiiéncies
pri-miR_AASS, que es van clonar a un plasmidi d’expressié que es va anomenar

pmiR_AASS i que incloia el promotor quimeric CAG i una senyal de poliadenilacié
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(Figura 4.1B). El promotor CAG contenia la seqiiencia enhancer del citomegalovirus

(CMV), part del promotor de la B-actina de pollastre i I'intré de la 3-globina de conill,

fet que proporciona una expressio potent i ubiqua (Xu et al. 2001).

A
miR_1
miR_2
miR_3
miR_4
B

Plasmidi d’expressio miRNA

5’ GTCAGCAGTGCCTTTTCCAGGTGAGAGGGTTGGCCTTAAGATTCTA @ Cadena guia
AAATTATGGCCAACCCTCTCGCCTGGAAAAAGTAAGGTTGAC3’
5’ GTCAGCAGTGCCTAGGGCCCCATTAGGCCTTTGGCTTAAGATTCTA @ Loop

AAATTATGCCAAAGGCCTAAGGGGGCCCTAAGTAAGGTTGAC3/

5/ GTCAGCAGTGCCTAACAAGCTGATCACAAGATCCTTTAAGATTCTA @ Cadena passatgera

AAATTATAGGATCTTGTGATTAGCTTGTTAAGTAAGGTTGAC3/
5’ GTCAGCAGTGCCTAAGACCAGGGTCTAATCCCAACTTAAGATTCTA
AAATTATGTGGGGATTAGACTCTGGTCTTAAGTAAGGTTGAC3!

Figura 4.1. Representacio esquematica del disseny de seqiiencies pri-miR_AASS. A) Disseny de
les seqiiencies dels pri-miR_AASS candidates. B) Representacié grafica del plasmidi d’expressio

pmiRNA_AASS.

4.1.2. Validacio de Ueficiencia de miR_AASS in vitro

Amb I'objectiu d’identificar aquelles seqliéncies pri-miR_AASS que tenien una millor

eficiencia de silenciament de I'’AASS, es va realitzar un primer estudi in vitro

mitjancant un assaig de luciferasa després de transfectar cel-lules HEK293T amb els

diferents plasmidis pmiR_AASS dissenyats, anomenats com: pmiR_1, pmiR_2,

pmi_R3 i pmiR_4.
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Assaig luciferasa
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Figura 4.2. Estudi in vitro de l'eficacia de silenciament del cDNA d’AASS. A) Representacié
esquematica de I'assaig de luciferasa. Les cél-lules HEK293T es co-transfecten amb el plasmidi de
luciferasa que conté el cDNA de I'’AASS d’huma i 'Aass de ratoli (psiCHECK-2_AASS), i un plasmidi
d’expressio buit (Control - Ctrl), o els plasmidis pmiRNA_AASS que contenen les diferents seqiiencies
pri-miR_AASS anomenades: pmiR_1 (1), pmiR_2 (2), pmiR_3 (3), pmiR_4 (4). B) Quantificaci6 de
I'activitat RLuc/Fluc de l'assaig luciferasa. Els resultats s’expressen com la mitja +SEM, n = 3
experiments independents.

Concretament, les cel-lules HEK293T es van co-transfectar amb el plasmidi
pmiR_AASS corresponent i un plasmidi psiCHECK-2_AASS que contenia les
sequiencies de cDNA d’AASS de ratoli o huma clonades a la regi6é 3’'UTR del gen de la
luciferasa RLuc. El mateix plasmidi contenia el gen de la luciferasa FLuc expressat
sota un segon promotor, I'expressié d’aquest va permetre normalitzar per
'eficiencia de transfecci6. Mitjangant 'assaig de luminesceéncia, es va analitzar
I'activitat de la luciferasa (Figura 4.2A). La co-transfecci6 amb els plasmidis
miR_AASS, pmiR_3 i pmiR_4, va donar lloc a una baixa activitat luciferasa en
ambdues linies cel-lulars, indicant una bona eficiencia de silenciament del cDNA

d’AASS de ratoli i huma (Figura 4.2B).

Per tal d’identificar el miR_AASS més eficient, es van generar linies cel-lulars

estables murines (NIH 3T3) i humanes (SH-SY5Y) que expressaven miR_3 i miR_4.

118



4.Resultats

Amb T'objectiu d’aconseguir un cultiu homogeni que expressés els pmiR_AASS, i
tenint en compte que aquests plasmidis no contenien cap gen de resisténcia a
antibiotics, es va realitzar un procés de co-transfecci6 amb un plasmidi de

resisténcia a antibiotic, i una posterior selecci6 i validacié clonal (Figura 4.3A).

A
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WC}:G' N A %._co-transfectada e Activitat enzimatica
SH-SYS5Y NIH 3T3 1 - \ d'AASS.
Plasmidi de selecci6 antibiotica pBABE-puro \ :
e
sv4o > {INBUORIN—
. Diluci6 serial: clons
individuals
B
1.25 =
o
g 1.00 _?_ E
WT miR_3miR_4 2 0.75 WT miR_3miR 4 z
o - . o
b %o 2
(cTY.5] [ p—— 025 1 CAPDH —|
0.00
WT miR_3 miR_4 WT miR_3 miR_4
NIH-3T3 SH-SY5Y

Figura 4.3. miR_4 indueix el silenciament d’Aass en linies cel-lulars de ratoli (NIH-3T3) i
humanes (SH-SY5Y). A) Representacié esquematica de la generacié de linies cel-lulars que
expressen els miR_AASS (miR_3 i miR_4). B) Analisis de western blot de linies wild-type (WT), i
transfectades amb plasmidi pmiR_3 i pmiR_4 en cél-lules NIH-3T3 (murines) i SH-SY5Y (humanes).
Els resultats s’expressen com la mitja +SEM, n = 3-5 clons independents. La significanca es va avaluar
mitjancant el test de Mann-Whitney de dues cues: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.

Un cop seleccionats tres clons per linia i tipus cel-lular, es va avaluar I'efecte sobre
I'expressio proteica de 'AASS en ambdues linies cel-lulars. La major reduccid de
I'expressio de ’AASS tant en cel-lules humanes com en les de ratoli es va observar

amb miR_4 (Figura 4.3B).

Finalment, es va estudiar 'efecte de miR_4 sobre I'activitat enzimatica de ’AASS,
mitjancant la quantificacié del consum de NADPH. L’AASS és el primer enzim de la
via del catabolisme de la lisina, el domini lisina-cetoglutarat reductasa (LKR)
converteix la lisina i 'a-cetoglutarat en sacaropina, de forma NADPH-dependent
(Hutzler & Dancis, 1968; Leandro & Houten, 2020). Aixi doncs, la mesura de
I'oxidaci6 de NAPDH, es pot considerar un assaig per mesurar l'activitat del domini

LKR de I’AASS (Figura 4.4A).
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Figura 4.4. miR_4 redueix I'activitat d’AASS en linies cel-lulars de ratoli (NIH-3T3) i humanes
(SH-SY5Y). A) Representacio grafica de la 'activitat del domini lisina-cetoglutarat reductasa (LKR),
i de la mesura indirecta de I'activitat enzimatica de I'alfa-aminoadipic semialdehid sintasa (AASS),
mitjan¢ant un kit de luminiscéncia que determina la quantitat de NADPH a I'extracte cel-lular. B)
Quantificaci6 de NADPH en extracte cel-lular mitjan¢ant luminiscnéncia. Linies wild-type (WT) i
transfectades amb el plasmidi pmiR_4 en cel-lules NIH-3T3 i SH-SY5Y exposades a un medi amb
presencia de lisina (10mM, 72h) o abséncia (no tractades, NT). Els resultats s’expressen com la mitja
+SEM, n = 6 experiments independents. La significan¢a es va avaluar mitjancant el test de Mann-
Whitney de dues cues: * p<0.05, ** p<0.01.

Les linies cel-lulars wild-type (WT) i miR_4 es van cultivar en abséncia i presencia de
10 mM de lisina durant 72h, per tal d’estimular l'activitat de I’AASS. En context de
presencia de lisina, en el que la via metabolica d’aquest aminoacid estava forcada,
en linies WT la quantitat de NADPH disminuia indicant un correcte funcionament de
'activitat enzimatica de AASS. Per contra, en linies miR_4 la quantitat de NADPH es
va mantenir respecte la condici6 d’absencia de lisina. Aquest fet va suggerir que

miR_4 induia la inhibici6 de I'activitat enzimatica de 'AASS (Figura 4.4B).

4.1.3. Estudi de Uespecificitat de miR_AASS in vitro

Previ a prosseguir amb estudis in vivo, es va comprovar si 'impacte de miR_4 en la
inhibici6 d’AASS era especific del disseny de les seqliéncies de la cadena guia i
passatgera. Per tal d’estudiar I'especificitat de les seqiiencies, es va generar un
miR_4-Scrambled (miR_4-Sc). Aquest, es tractava d'un pri-miR_AASS on la seqtiéncia
de la cadena guia i passatgera contenien els mateixos nucleotids que pri-miR_4, pero

de forma desordenada. Per realitzar el disseny de miR_4-Sc es van seguir les
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premisses descrites a I'apartat 4.1.1., i es va tenir en compte excloure seqiiencies

diana que poguessin generar possibles efectes off-target no desitjats (Figura 4.5A).

A
miR_4 5’ GTCAGCAGTGCCTAAGACCAGGGTCTAATCCCAACTTAAGATTC @ Cadena guia
TAAAATTATGTGGGGATTAGACTCTGGTCTTAAGTAAGGTTGAC3!
miR_4-Sc 5’ GTCAGCAGTGCCTGAAGAACCACGTCCTAGAACCTTTAAGATTC @ Loop
TAAAATTATAGGTTCTAGGACGGGGTTCTTCAAGTAAGGTTGAC3’
@ Cadena passatgera
1.5
ns
B I **
Q 1.0
WT miR_4 miR_4-Sc <
IT)
AASS - @
g 0.5 e
o
GAPDH — | 2
(e}
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WT miR4 miR4-Sc
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Figura 4.5. miR_4-Scrambled (miR_4-Sc) no té cap impacte sobre la inhibici6 de I’AASS. A)
Disseny de les seqiiencies dels pri_miR_AASS: miR_4 i mir_4-Sc. B) Analisis de western blot de linies
wild-type (WT), i transfectades amb els plasmidis pmiR4 i pmiR_4-Sc en cel-lules NIH-3T3 (murines).
Els resultats s’expressen com la mitja +SEM, n = 3-4 clons independents. La significanca es va avaluar
mitjancant el test de Mann-Whitney de dues cues: * p<0.05, ** p<0.01.

Es va generar una linia amb el plasmidi pmiR_4-Sc estable en cel-lules de ratoli (NIH-
3T3), seguint el mateix procediment que amb miR 4. Mitjancant l'analisi de
I'expressié de proteina de I'AASS, es va observar que miR_4-Sc no modulava
I'expressié d’AASS (Figura 4.5B). Aquests resultats demostraven que miR_4-Sc no
tenia cap efecte inhibidor sobre I’AASS, i que per tant, la inhibicié de '’AASS per

miR_4 era mediat per I'especificitat de la seqiiencia.

Aquests resultats in vitro van permetre seleccionar la seqiiencia miR_4 per la seva
alta eficiencia i especificitat de silenciament de I'AASS, d’aqui en endavant la

seqiiencia miR_4 es va anomenar miR_AASS.
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4.2. Avaluacio de la biodistribucio del vector
AAV_miR_AASS i Ueficiencia del silenciament de
L’AASS en ratolins Gedh™

En 'abordatge de la validaci6 in vivo, el vector seleccionat per a 'administracio6 del
constructe terapeutic miR_AASS, va ser un virus adenoassociat (AAV). Considerant
que el teixit amb més afectacié a 'AG1 és el sistema nervids central (SNC), es va
explorar I'iis de 'AAV de serotip 9, ja que aquest presenta tropisme cap al cervell i
capacitat per creuar la barrera hematoencefalica (BHE) (Dufour & McBride, 2016).
Per altra banda, també es va treballar amb un AAV de serotip 9 modificat
(AAV9_p31), el qual s’ha descrit que en ratolins augmenta l'eficacia de lliurament
genetic al sistema nervids central respecte al AAV9 (Zhang et al., 2024). Aixi, es van
generar dos vectors terapeutics AAV_miR_AASS amb la seqiiencia miR_4:
AAV9_miR_AASS i AAV9_p31_miR_AASS; i un vector control amb la seqiiéncia
miR_Sc: AAV9_miR _Sc (Figura 4.6).

A
ITR ITR

AAV9_miR_AASS

B
ITR ITR

AAV9_p31_miR_AASS
C

ITR ITR

AAV9_miR_Sc

Figura 4.6. Representacio esquematica del vectors virals. A) Vector terapéutic AAV9_miR_AASS,
AAV9 que conté la seqliencia de miR_AASS miR_4 B) Vector terapeutic AAV9_p31_miR_AASS:
AAV9_p31 que conté la seqiiencia de miR_AASS miR_4. C) Vector control AAV9_miR_Sc: AAV9 que
conté la seqiiencia de miR_AASS miR_4-Sc.
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Disposar d’'un model animal d’AG1 previament caracteritzat, va ser essencial per
poder estudiar aquesta nova aproximacio terapéutica. Es va treballar amb el model
de ratoli knockout (KO) pel gen Gedh (Gedh”/- - B6.129S4-Gcedhtm1bmk /Mmnc) (Koeller
et al, 2002). El model té un fenotip bioquimic similar al dels pacients d’AG1,
mostrant nivells elevats d’acid glutaric (GA, per les seves sigles en anglés) i acid 3-
hidroxiglutaric (3-OHGA, per les seves sigles en angles), pero no desenvolupa
alteracions funcionals greus. S’ha descrit que per tal d’induir un fenotip neurologic
que mimetitzi al del pacient, és necessari forcar la via metabolica mitjangant
I'alimentacié6 amb dieta rica en lisina just després del periode de deslletament

(Zinnanti et al. 2006).

Per tal d’estudiar i optimitzar la biodistribuci6 i eficiencia de silenciament dels
diferents AAV_miR_AASS in vivo, es van dissenyar set grups experimentals amb

estrategies i temps d’administracio diferents (Figura 4.7).

Administracio sistémica - Intravenosa Administracié locoregional -
A P30 Cisterna Magna
« AAV9_pai1 é < AAVO “m AAV9
N | — :
-+ -+ -+
B P15
. xave «,
Gedh 7 Gedh
[iaxi0% i
CcC P1
a7, AAV9 . AAVO
Gedh /| Gedh /- |

Figura 4.7. Representacio esquematica dels grups experimentals in vivo. A) Administraci6 a dia
30 post-natal (P30), dosi 7,5 x 1012 vg/kg per via intravenosa: AAV9_p31_miR_AASS (AAV9_p31) i
AAV9_ miR_AASS (AAV9) o per via cisterna magna de I’AAV9. B) Administracié a dia 15 post-natal
(P15), dosi 1,5 x 1013 vg/kg: intravenosa i cisterna magna del AAV9. C) Administraci6 intravenosa a
dia 1 post-natal (P1) del AAV9 a dosi baixa (7,5 x 1012 vg/kg) i dosi alta (5 x 1013 vg/kg).

Per realitzar aquests estudis preliminars in vivo, es va treballar amb mascles i
femelles, i els animals es van eutanasiar eticament un mes post-tractament per
recol-lectar-ne el serum i els teixits d’'interes: fetge i estriat. Per una banda, el séerum
i el fetge es van utilitzar per estudiar I'efecte del diferents AAV_miR_AASS en teixits
periférics. Cal destacar, que recentment s’ha descrit que en AG1 el restabliment de
la funci6 metabolica en fetge pot contribuir positivament en reduir la

simptomatologia de la patologia (Barzi et al., 2023). Per altra banda, el nucli estriat
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es va estudiar per analitzar I'efecte dels AAV_miR_AASS a cervell, ja que és la regio
amb més afectacié en els pacients amb AG1. De fet, en cervell, GA i el 3-OHGA
s’acumulen localment sense poder creuar la BHE, i es conserven com a especies

reactives d’acil-CoA causant toxicitat neuronal (Kolker et al. 2006; Sauer et al. 2006).

4.2.1. Estudi de Padministracio dels diferents AAV_miR_AASS
a edat jove-adulta a dia 30 post-natal (P30)

D’entrada, es va explorar el potencial terapeutic de '’AAV9_miR_AASS (AAV9) i
AAV9_p31_miR_AASS (AAV9_p31) després d’'una administraci6 a dia 30 post-natal
(P30), equivalent a una edat jove-adulta del ratoli. Es va administrar una dosi de 7,5
x 1012 vg/kg, i es van estudiar dues vies d’administracio diferents: la intravenosa
(IV) per la vena de la cua per administrar 'AAV9 i 'AAV9_p31, i la via locoregional

per injeccio a cisterna magna (CM) per administrar només ’AAVO.

En primer lloc, es va estudiar la biodistribuci6 del vector terapeutic mitjancant la
mesura de la quantitat de molécules de miR_AASS madur generades als diferents
teixits després de 'administracié dels diferents AAV_miR_AASS. La quantificacio es
va dur a terme per qPCR mitjan¢ant sondes TagMan desenvolupades especificament
per detectar el transcrit miR_AASS. Com a miRNA control es va analitzar I'expressio

de miR-U6.
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Figura 4.8. Analisis 1 mes post-tractament dels nivells de miR_AASS madur després de
I'administracio dels vectors ’AAV9_miR_AASS (AAV9) i AAV9_p31_miR_AASS (AAV9_p31) adia
30 post-natal (P30). Quantificaci6 de molécules de miR_AASS madur en homogenats de fetge i
estriat. Grups experimentals Gcdh/: sali, AAV9 per via intravenosa (IV), AAV9_p31 per via
IV i AAVO per via cisterna magna (CM). Els resultats s’expressen com la mitja +SEM, n=6-8 animals

per grup. La significanca es va avaluar mitjangant el test de Mann-Whitney de dues cues: * p<0.05, **
p<0.01.

Pel que fa al fetge, es van detectar alts nivells de miR_AASS madur en administrar
I’AAV9 tant per via IV com per via CM. Respecte a 'administracié de 'AAV9_p31, tot

i mostrar bona expressié del miR_AASS madur, la transduccié d’aquest vector a fetge
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va ser significativament inferior al serotip AAV9. Per contra, en estriat va ser
després de 'administraci6 IV de '’AAV9_p31 que es van detectar copies abundants

del miR_AASS madur (Figura 4.8).

A continuacid, es va analitzar l'efecte de l’administraci6 dels diferents
AAV_miR_AASS sobre els nivells d’expressié de proteina AASS en fetge i estriat
mitjancant western blot.
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Figura 4.9. Analisis 1 mes post-tractament dels nivells d’expressié de proteina alfa-
aminoadipic semialdehid sintasa (AASS) després de l'administracié dels vectors
AAV9_miR_AASS (AAV9) i AAV9_p31_miR_AASS (AAV9_p31) a dia 30 post-natal (P30). Analisis
per western blot d'AASS en fetge i estriat. Grups experimentals Gecdh7/~: sali, AAV9 i AAV9_p31 via
intravenosa (IV), i AAV9 via cisterna magna (CM). Els resultats s’expressen com la mitja +SEM, n=6-
8 animals per grup. La significanca es va avaluar mitjancant el test de Mann-Whitney de dues cues: *
p<0.05, ** p<0.01.

L’expressio d’AASS en fetge es va observar significativament reduida en els animals
tractats en les tres aproximacions d’administracié de 'AAV_miR_AASS. Mentre que
en estriat, I'administracié IV amb ’AAV9_p31 reduia 'expressié de la proteina un
70%, i ’AAV9 per via CM un 50%. No es va observar cap efecte en la reduccié de
proteina amb l'administracié del vector AAV9 per via IV (Figura 4.9). Aquests
resultats correlacionaven amb els nivells de miR_AASS madur que es van detectar
en les respectives condicions. L’administracié del vector AAV9 per via IV va ser
I'tinica estrategia que no va donar lloc a una expressio suficient de miR_AASS capag

d’inhibir I'expressio de la proteina AASS en estriat.
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Per tal d’avaluar I'impacte de la inhibicié de ’AASS sobre les alteracions associades
a I’AG1 en els ratolins Gedh 7+, es varen quantificar els nivells d’acids dicarboxilics
(GA i 3-OHGA) que s’acumulen en SNC i teixits periferics en ’AG1. En fetge i serum,
es va observar una reduccié de GA i 3-OHGA en totes tres aproximacions respecte al
grup Gedh /- sali, correlacionant-se amb la disminucié de la expressié d’AASS. La
tendeéncia similar entre els nivells de metabolits en teixits periferics estaria d’acord
amb el fet que el flux de metabolits circulants al torrent sanguini és un reflex del que
s’acumula al fetge. Per contra, en estriat I'administracié amb I’AAV9_p31 va ser la
Unica estrategia capag¢ de disminuir de forma significativa els nivells de metabolits,
concretament en 3-OHGA, en linia amb la notable disminucié de la expressio de
I’AASS. En canvi, la reducci6 del 50% de proteina que es va observar en administrar
I’AAV9 per via CM no seria suficient per reduir els nivells de GA i 3-OHGA.
L’administracié de ’AAV9 IV no va mostrar disminucio dels nivells de metabolits, en

consonancia amb I'absencia d’inhibicié de la expressié de AASS (Figura 4.10).
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Figura 4.10. Analisis 1 mes post-tractament dels nivells de acid glutaric (GA) i 3-
hidroxiglutaric (3-OHGA) després de I'administraci6é dels vectors AAV9_miR_AASS (AAV9) i
AAV9_p31_miR_AASS (AAV9_p31) a dia 30 post-natal (P30). Quantificacié de GA i 3-OHGA en
fetge, serum i estriat de ratolins. Grups experimentals: wild-type (WT), Gecdh /- sali, AAV9 administrat
per via intravenosa (IV), AAV9_p31 per via IV i AAV9 administrat per via cisterna magna (CM). Els
resultats s’expressen com la mitja +SEM, n=6-8 animals per grup. La significanca es va avaluar
mitjancant el test de Mann-Whitney de dues cues: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.

En conjunt, I'administraci6 del vector terapeutic en edat jove-adulta va demostrar
en tots els casos tenir un efecte a nivell periféric. Tanmateix, 'administracié de
I’AAV9 no té suficient capacitat per creuar la BHE, i conseqlientment no és capac de
reduir l'acumulaci6 de metabolits neurotoxics (GA i 3-OHGA) en el SNC.
L’administracié a CM, tot i aconseguir una millor inhibicié de la AASS en estriat,
tampoc va aportar una correcci6 en el contingut de metabolits. Només
I'administracié del vector AAV9_p31 via IV permetia reduir el contingut en 3-OHGA
de forma significativa en estriat. Tot i els bons resultats obtinguts amb aquest vector
no es van prosseguir els estudis ja que no hi ha evidencies cientifiques de la seva
funcionalitat en humans. De fet, es coneix que I’AAV9_p31 interactua de forma molt
eficient amb I'anhidrasa carbonica tipus IV de ratoli, pero no amb la humana (Zhang

etal, 2024).

4.2.2. Estudi de Padministracio de CAAV9 _miR_AASS a edat
jove dia 15 post-natal (P15)

Donat que a edats primerenques en ratolins i humans la BHE no esta del tot
desenvolupada, i que en administrar '’AAV9 a P30 no es va aconseguir un efecte
terapeutic a nivell de SNC, es va explorar I'administracié en una edat més jove i una
dosi més alta (dia 15 post-natal, P15). Es va injectar una dosi de 1,5 x 1013 vg/kg, i
es van estudiar dues vies d’administracié de I’AAV9, la via sistemica IV per la vena

de la cuaila via locoregional per injeccié a CM.

De la mateixa manera que en I'administraci6é a P30, es va analitzar la transduccié
dels teixits de fetge i estriat amb el vector terapeutic mitjancant la quantificaci6 de

molecules de miR_AASS madur en ratolins Gcdh -/-.
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Figura 4.11. Analisis 1 mes post-tractament dels nivells de miR_AASS madur després de
I'administracié de '’AAV9_miR_AASS (AAV9) a dia 15 post-natal (P15). Quantificacié de
molecules de miR_AASS madur en lisats de fetge i estriat. Grups experimentals Gcdh 7 sali, AAV9
administrat per via intravenosa (IV) i per via cisterna magna (CM). Els resultats s’expressen com la
mitja £SEM, n=6-8 animals per grup. La significanca es va avaluar mitjancant el test de Mann-Whitney
de dues cues: * p<0.05, ** p<0.01.

La deteccié de miR_AASS madur va confirmar que a P15 ambdues administracions
sistemica i locoregional de '’AAV9 tenen arribada a fetge. En linia amb els resultats
obtinguts a P30, 'administraci6 via CM va demostrar una optima arribada del vector
al fetge, indicant que tot i que '’AAV9 s’administri de forma local aquest difon fora
del SNC amb alt tropisme cap al fetge (Dirren et al.,, 2014). Pel que fa a la regid
estriatal, a través de 'administracié de ’'AAV9 a CM es varen detectar alts nivells de
copies de miR_AASS madur. Mentre que practicament no es va detectar miR_AASS

madur després de I'administracio6 1V (Figura 4.11).

A continuaci6, es va analitzar l'efecte terapéutic de ’AAV9 sobre la inhibicié de

I’AASS en fetge i estriat.
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Figura 4.12. Analisis 1 mes post-tractament dels nivells d’expressiéo de proteina alfa-
aminoadipic semialdehid sintasa (AASS) després de l'administracié de 'AAV9_miR_AASS
(AAV9) a dia 15 post-natal (P15). Analisis per western blot de la expressi6 de ’AASS en fetge i
estriat. Grups experimentals Gcdh 7/ sali, AAV9_miR_AASS (AAV9) administrat per via cisterna
magna (CM) i per via intravenosa (IV). Els resultats s’expressen com la mitja +SEM, n=4-6 animals
per grup. La significanca es va avaluar mitjancant el test de Mann-Whitney de dues cues: * p<0.05, **
p<0.01.

En fetge, es va observar una reduccié en 'expressid de I’AASS en els animals tractats
amb les dues vies d’administraci6 de I'’AAV9. Quant a l'estriat, unicament
I'administracié del vector via CM reduia de forma significativa I'expressié proteica
d’AASS (Figura 4.12). Aquests resultats es van mostrar consistents amb l’analisi de
I'expressié de molecules de miR_AASS madur, suggerint que sense una optima

arribada al teixit no hi ha efecte sobre la inhibici6 de la proteina.

En darrer terme, es va explorar l'efecte de les administracions de ’AAV9_miR_AASS

a P15 en l'acumulacio de metabolits.
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Figura 4.13. Analisis 1 mes post-tractament dels nivells de acid glutaric (GA) i 3-
hidroxiglutaric (3-OHGA) després de 'administracié de 'AAV9_miR_AASS (AAV9) a dia 15
post-natal (P15). Quantificacié del GA i del 3-OHGA en fetge, serum i estriat de ratolins. Grups
experimentals: wild-type (WT), Gedh -/- sali, AAV9_miR_AASS (AAV9) administrat per via intravenosa
(IV) i per via cisterna magna (CM). Els resultats s’expressen com la mitja +SEM, n=6-8 animals per
grup. La significanca es va avaluar mitjancant el test de Mann-Whitney de dues cues: * p<0.05, **
p<0.01, *** p<0.001.

En fetge i serum, les administracions IV i CM van mostrar una reduccid
estadisticament significativa de GA, i una tendencia en la disminuci6 del 3-OHGA. En
el nucli estriatal, dnicament amb I'administracié locoregional es va detectar una
reducci6 significativa de 3-OHGA, respecte al grup Gedh /- no tractat (Figura 4.13).
Tots aquests resultats es correlacionaven amb els nivells d’expressié de I’AASS
detectats en cada condici6, mostrant que a major reducci6 dels nivells d’expressié

de ’AASS es donava una menor acumulacié de metabolits.

En conjunt, aquests resultats van demostrar que 'administracié a P15 per via CM
permetia millorar la transduccié del vector a SNC, respecte a I'administracié
homologa a P30 el que comportava un major efecte en la inhibici6 d’AASS i en la
prevencié d’acumulaci6 de 3-OHGA, pero no del GA. Tanmateix, la dosi administrada
a P15 era superior a la de P30 pel que no és possible concloure si I’efecte de millora
eradegutal’edat més primerenca de 'administraci6, a la dosi més a alta o a un efecte

combinat dels dos.

La via IV a P15, no va mostrar cap millora significativa respecte a la mateixa
administracié a P30 tot i la dosi més alta, reiterant la ineficiéncia de 'AAV9 en la
transduccié al SNC. Conseqiientment, es va considerar com a alternativa I’exploracio
d’una via administracié IV encara a una edat encara més primerenca, en la qual la

BHE no s’hagi acabat de formar.

4.2.3. Estudi de Padministracié de '’AAV9_miR_AASS a edat
neonatal (P1) per via intravenosa (1V)

Amb l'objectiu d’administrar en l'edat més primerenca, es va estudiar
I'administracié de ’TAAV9_miR_AASS en edat neonatal (dia 1 post-natal -P1) moment
en el qual la BHE encara no s’ha acabat de formar. Es van generar dos grups
experimentals contemplant dues dosis d’administracié: dosi baixa (7,5 x 1012vg/kg)

equivalent a I'administrada en els estudis a P30 i dosi alta (5 x 1013 vg/kg).
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Tal i com es va dur a terme en les altres estrategies d’administracio, es va analitzar
la biodistribucié del vector terapeutic mitjancant la quantificaci6 de miR_AASS

madur.
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Figura 4.14. Analisis 1 mes post-tractament dels nivells de miR_AASS madur després de
I'administracio de 'AAV9_miR_AASS (AAV9) a dia 1 post-natal (P1). Quantificacié de molécules
de miR_AASS madur en lisats de fetge i estriat. Grups experimentals Gecdh”-: sali, Dosi Baixa d’AAV9
IV P1,iDosi Alta d’AAV9 IV P1. Els resultats s’expressen com la mitja +SEM, n=6-9 animals per grup.
La significanca es va avaluar mitjancant el test de Mann-Whitney de dues cues: * p<0.05, ** p<0.01,
*H* p<0.001.

La mesura de miR_AASS madur va confirmar la optima biodistribuci6 de
I'administracié neonatal en fetge i estriat, sent els nivells de deteccié dosi dependent
(Figura 4.14). Comparant I'arribada de I’AAV9 al SNC d’ambdues dosis, els nivells de
la dosi baixa es van equiparar a l'eficiéncia de transducci6 de les administracions del
mateix vector per via CM a P15, tot i ésser més baixa la dosi administrada (7,5 x 1012
vg/kg IV P1vs 1,5 x 1013 vg/kg CM P15). La quantitat detectada en la dosi alta es va
assimilar als valors de transduccié de 'administraci6 IV a P30 del serotip modificat

AAV9_p31.

Un cop comprovada l'arribada de 'AAV9_miR_AASS als teixits d’estudi, es va
analitzar la capacitat de miR_AASS de modular els nivells d’expressio6 de la proteina

AASS en fetge i estriat.
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Figura 4.15. Analisis 1 mes post-tractament dels nivells d’expressié de proteina alfa-
aminoadipic semialdehid sintasa (AASS) després de l'administraciéo de ’AAV9_miR_AASS
(AAV9) a dia 1 post-natal (P1). Analisis de western blot d'AASS en fetge i estriat. Grups
experimentals Gedh”-: sali, ’AAV9 IV P1, i Dosi Alta d’AAV9 IV P1. Els resultats s’expressen com la
mitja #+SEM, n=6-9 animals per grup. La significanca es va avaluar mitjancant el test de Mann-Whitney
de dues cues: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.

L’analisi de 'expressid de proteina d’AASS en fetge i estriat, va indicar que les dues
dosis reduien I'expressio en els dos teixits. Cal remarcar, que la disminucié induida
per part de I'administracio6 de la dosi alta va ser significativament superior a la dosi
baixa, seguint un patré de dosi-dependéncia tal i com s’havia observat amb els
nivells de miR_AASS madur. La dosi alta va induir una disminucié dels nivells d’AASS
del 60% en fetge i 70% en estriat, mentre la reduccié a dosi baixa va ser del 35% en

fetge i 50% en estriat (Figura 4.15).

A continuacio, es va explorar I'impacte d’aquesta estrategia sobre l'acumulacié

d’acids dicarboxilics (GA i 3-OHGA) en fetge, serum i estriat.
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Figura 4.16. Analisis 1 mes post-tractament dels nivells de acid glutaric (GA) i 3-
hidroxiglutaric (3-OHGA) després de 'administracié de ’AAV9_miR_AASS (AAV9) a dia 1 post-
natal (P1). Quantificacié d’acid glutaric (GA) i 3-hidroxiglutaric (3-OHGA) en fetge, serum i estriat
de ratolins. Grups experimentals: wild-type (WT), Gedh -/- sali, d’AAV9 1V P1, i Dosi Alta d’AAV9 IV
P1.Els resultats s’expressen com la mitja #SEM, n=5-9 animals per grup. La significanca es va avaluar
mitjancant el test de Mann-Whitney de dues cues: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.

Els nivells de metabolits en fetge després de 'administracié de ’AAV9_miR_AASS no
van mostrar diferéncies respecte la condicié Gedh~/-salina en cap de les dues dosis.
Una tendencia similar es va observar en el serum; no obstant aixo, es va observar
una disminuci6 significativa dels nivells de 3-OHGA en el grup experimental tractat
amb la dosi alta de 'AAV9. Mentre que en l'estriat, la dosi baixa va induir la
disminuci6 significativa de GA i la dosi alta va reduir significativament I'acumulacid

dels dos metabolits neurotoxics (Figura 4.16).

Aixi doncs, aquests resultats van permetre seleccionar I'administracié neonatal
intravenosa de '’AAV9_miR_AASS a dosi 5 x 1013 vg/kg, com a administracié amb

millor biodistribucio6 i eficiencia de reduccié sobre el contingut de metabolits al SNC,
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concretament al nucli estriat, I'organ diana per la terapia d’AG1. D’aqui en endavant

es va treballar amb aquesta administracio i dosi.

4.2.4. Estudi a llarg termini de Uadministracio de
UCAAV9_miR_AASS a edat neonatal (P1) per via intravenosa (1V)

A continuacio, es va estudiar I'estabilitat del silenciament de I’AASS i els efectes
sobre 'acumulacié dels metabolits neurotoxics a llarg termini. Aixi doncs, es va
generar un grup experimental de ratolins tractats amb el vector terapeutic
AAV9_miR_AASS a edat neonatal per via IV, que posteriorment es van eutanasiar sis

mesos post-tractament per recol-lectar-ne sérum, fetge i estriat.

Es va avaluar la capacitat de miR_AASS per mantenir el silenciament de I'expressié

de la proteina AASS al cap de sis mesos de 'administracio, en fetge i estriat.
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Figura 4.17. Analisis dels nivells d’expressio a curt (1M) i llarg termini (6M) de la proteina
alfa-aminoadipic semialdehid sintasa (AASS) després de I'administracio de 'AAV9_miR_AASS
(AAV9) a dia 1 post-natal (P1). Analisis de western blot d'AASS en fetge i estriat. Grups
experimentals Gedh”/: sali, d’AAV9 1M, i d’AAV9 6M. Els resultats s’expressen com la mitja +SEM, n=6
animals per grup. La significanca es va avaluar mitjancant el test de Mann-Whitney de dues cues: *
p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.

L’analisi de l'expressié de proteina d’AASS va indicar que en fetge, els nivells
d’expressio de 'AASS en el grup tractat a llarg termini (6M) eren significativament
superiors als de curt termini (1M), assimilant-se als valors de I’AASS en condicié

salina. Per contra, en estriat, els nivells d’expressié a sis mesos es van mantenir
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reduits de forma similar als d'un mes post-tractament. Els resultats evidenciaven
que al cap de sis mesos de la transduccié dels miRNA, aquests mantenien la seva
capacitat d’induir el silenciament post-transcripcional a l'estriat perd no en fetge

(Figura 4.17).

En paral-lel, es va explorar I'impacte del tractament a llarg termini de I'administracié

IV neonatal sobre I'acumulacié de GA i 3-OHGA en fetge, serum i estriat.
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Figura 4.18. Analisis 6 mesos post-tractament (6M) dels nivells de acid glutaric (GA) i 3-
hidroxiglutaric (3-OHGA) després de I'administracié de '’AAV9_miR_AASS (AAV9) a dia 1 post-
natal (P1). Quantificaci6 del GA i del 3-OHGA en fetge, sérum i estriat de ratolins. Grups
experimentals: wild-type (WT), Gedh -/- sali, d’AAV9 1V P1. Els resultats s’expressen com la mitja
+SEM, n=4-10 animals per grup. La significanca es va avaluar mitjang¢ant el test de Mann-Whitney de
dues cues: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.

Els nivells de metabolits en teixits periférics, fetge i serum, van demostrar que a sis
mesos post-tractament de I’AAV9_miR_AASS reduia significativament els valors de
GA i 3-OHGA. Cal destacar, que a un mes post-tractament, en aquests teixits no es va

observar reduccié dels nivells de metabolits en el grup tractat respecte al sali
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(Figura 4.16). Tanmateix, comparant la condici6 Gcdh”/- salina a curt (1M) i llarg
termini (6M), es va mostrar un augment del 30% de I'acumulacié dels metabdlits al
llarg d’aquest periode de cinc mesos. Aix0 indicaria que, el potencial terapeutic de
I’AAV9_miR_AASS als sis mesos post-tractament permetria prevenir d’aquest
augment que es dona al grup no tractat als sis mesos d’edat dels ratolins. En estriat,
el grup Gedh7/- tractat va mostrar una disminuci6 significativa tinicament en els

nivells GA respecte '’homoleg sali (Figura 4.18).

En resum, 'avaluacié de la capacitat terapeutica de '’AAV9_miR_AASS als sis mesos
post-tractament, va evidenciar que en fetge tot i no mantenir la inhibicié de
I'expressio de la proteina AASS, prevenia de l'acumulacié dels metabolits
dicarboxilics que es dona en ratolins Gcdh~- als sis mesos d’edat. En canvi, en SNC,
es va mantenir el silenciament de I'expressi6 de la proteina AASS fins als sis mesos
post-administracié, i conseqiientment la terapia permetia controlar, almenys

parcialment 'augment de metabalits.

4.2.5. Estudi de Uespecificitat i efectes off-target de
CAAV9_miR_AASS in vivo

Préviament s’havia demostrat, en estudis in vitro, I'especificitat de la inhibicié de
I’AASS pel miR_AASS en relacié a la mateixa seqiiencia scrambled miR _Sc. A
continuacid, es va voler comprovar que aquesta especificitat també es mantenia
després de I'administracio in vivo del vector AAV9_miR_AASS en comparaci6 a
I’AAV9_miR _Sc. Es va generar un nou grup experimental administrant

I’AAV9_miR_Scvia IV a edat neonatal (P1) a dosi alta: 5 x 1013 vg/kg.

Per una banda, per tal d’avaluar I’especificitat del vector terapeutic, es van analitzar
els nivells d’expressi6 de I’AASS després d'un mes d'administracié de
I’AAV9_miR_AASS i 'AAV9_miR_Sc. Per altra, es va explorar la presencia o no
d’efectes off-target, mitjancant I'analisis de I'expressio de dues proteines: membre 4
de la familia del domini d'associacié Ras (RASSF4, per les seves sigles en angles) i
anular 3 del grup Polycomb (PCGF3, per les seves sigles en angles). Aquestes
proteines es van seleccionar com a susceptibles de patir efectes off-target no

desitjats, degut a que la seva seqiiencia codificant en ratoli compartia un 100%
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d’homologia en un 68% de la seqiiencia i un 94% d’homologia en un 81% de la

seqiiencia respectivament, amb la seqiiéncia diana de reconeixement del miR_AASS.
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Figura 4.19. Analisis 1 mes post-tractament dels nivells d’expressié de les proteines alfa-
aminoadipic semialdehid sintasa (AASS), membre 4 de la familia del domini d'associaci6 Ras
(RASSF4) i anular 3 del grup Polycomb (PCGF3) en administracions de 'AAV9_miR_AASS i
I’AAV9_miR_Sc a 1 dia post-natal (P1). Analisis per western blot de la proteina d'AASS en fetge.
Grups experimentals Gcdh”/-: sali, AAV9_miR_AASS i AAV9_miR_Sc. Els resultats s’expressen com la
mitja +SEM, n=5 animals per grup. La significanca es va avaluar mitjancant el test de Mann-Whitney
de dues cues: * p<0.05, ** p<0.01.

En I'estudi de 'expressié d’AASS es va observar que I'expressié d’AASS es mantenia
similar entre el grup AAV9_miR_Sc i el grup Gcdh/- sali, mentre que
I’AAV9_miR_AASS en reduia I'expressioé. Aixi, es va confirmar que la modulaci6 post-
transcripcional de I’AASS era especifica de l'acci6 de I'AAV9_miR_AASS, i

I’AAV9_miR_Sc es comportava com a vector control (Figura 4.19).

Pel que fa a I’analisi de RASSF4 i PCGF3, els valors d’expressié de les dues proteines
no van variar ni amb I'administraciéo de 'AAV9_miR_AASS, ni amb I'administraci6 de
I’AAV9_miR_Sc respecte al grup sali (Figura 4.19). Aixo va indicar, que ni el vector
terapeutic ni el control, exercien cap efecte off-target no desitjat sobre el nivell

d’expressio d’aquestes proteines in vivo.
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4.3. Estudide Ueficacia terapeutica d’una
administracio neonatal del vector AAV9_miR_AASS en
ratolins Gedh™” en un context d’exposicio a dieta alta
en lisina

Una vegada seleccionada I’administracié intravenosa neonatal (P1) com a estrategia
terapeutica optima per a l'arribada i efectivitat al SNC, es va aprofundir en el
coneixement de la fisiopatologia de I’AG1 i el corresponent efecte terapeutic de

I’AAV9_miR_AASS.

Tal i com ja s’ha descrit, el model muri Gedh/- ha d’exposar-se just després del
deslletament a una dieta alta en proteina, o bé lisina (HLD - 4,7% Lisina), per tal de
recapitular la lesié estriatal que té lloc en pacients amb AG1. Aquesta dieta forga i
augmenta el catabolisme de la lisina, provocant un increment en 'acumulacié de GA
i 3-OHGA, i un conjunt d’alteracions neuropatologiques, que comprometen la

supervivencia dels animals en un 50% (Zinnanti et al. 2006, 2007).

D’aqui en endavant, es va treballar amb grups experimentals alimentats amb dieta
estandard (SD, per les seves sigles en anglés - 0,9% Lisina) o bé dieta alta en lisina
(HLD, per les seves sigles en angles - 4,7% Lisina), a curt (1 mes post-tractament) i
llarg termini (6 mesos post-tractament). En els grups a curt termini: a P1 als animals
se’ls va administrar (o no, grup sali) el vector terapeutic (AAV9_miR_AASS), a P21
es van deslletar i exposar durant 4 dies a SD o HLD, posteriorment es varen
eutanasiar per recol-lectar els teixits d’interées. Pel que fa als grups a llarg termini,
després de I'administracié (o no, grup sali) a P11i el posterior deslletament a P21, es

van mantenir fins als sis mesos d’edat amb dieta SD o HLD (Figura 4.20).

A
/\J;‘%_ AAV9
Gedh | HLD
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B
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Figura 4.20. Representacio esquematica dels grups experimentals in vivo exposats a dieta alta
en lisina (HLD). A) Condicid a curt termini: administracié intravenosa a dia 1 post-natal (P1) de
I’AAV9_miR_AASS (AAV9). Els animals es van exposar a HLD just després del deslletament i es van
eutanasiar 4 dies després. B) Condicid a llarg termini: administraci6 intravenosa P1 de '’AAV9. Els
animals es van exposar a HLD just després del deslletament i es van eutanasiar 5 mesos després.

4.3.1. Impacte de U’exposicio a dieta alta en lisina en
Uexpressio de 'AASS

Tenint en compte que la lisina, conjuntament amb I'a-cetoglutarat, sén el substrat
del domini LKR de I’AASS, es va estudiar la possible modulacié d’aquest enzim en
condicions d’exposicié a HLD. Es va analitzar I'expressié de proteina AASS en
mostres de fetge i estriat de ratolins WT i Gcdh”/- alimentats durant 4 dies post-

deslletament a SD o bé HLD.
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Figura 4.21. Analisis a 1 mes d’edat dels nivells d’expressié de proteina alfa-aminoadipic
semialdehid sintasa (AASS) en animals wild-type (WT) i Gcdh/- exposats a dieta estandard de
lisina (SD) o dieta alta en lisina (HLD). Analisis de western blot d'AASS en fetge i estriat, els animals
es van sotmetre a 4 dies d’exposicid post-deslletament a SD o HLD. Grups experimentals: WT i Gedh-
/-+ HLD. Els resultats s’expressen com la mitja +SEM, n=4 animals per grup. La significanca es va
avaluar mitjancant el test de Mann-Whitney de dues cues:* p<0.05, ** p<0.01.

L’analisi de I'expressio de proteina AASS en context de HLD va demostrar que en
fetge i estriat es donava un augment significatiu dels nivells d’AASS respecte la
condicié SD, tant en animals WT com en Gcdh /- (Figura 4.21). Aquests resultats
recolzaven evidéncies ja descrites previament, en que es va detectar una induccié
de I'activitat hepatica del domini LKR de ’AASS en ratolins alimentats amb dieta rica

en proteina, degut a una regulacié post-transcripcional (Kiess et al. 2008).
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En aquest punt, es va plantejar el dilema de si la proposta d’aproximacio terapeutica
seria suficientment potent com per reduir I'expressié de '’AASS en un context de
HLD en el que s’estava induint un augment del nivells d’aquesta proteina. Per
comprovar-ho, es van analitzar els valors d’expressio de I’AASS en fetge i estriat de
dos grup experimentals tractats amb '’AAV9_miR_AASS IV a P1, i exposats a HLD
durant 4 dies (eutanasiat a 1 mes post-tractament) o cinc mesos post-deslletament

(eutanasiat a 6 mesos post-tractament).
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Figura 4.22. Analisis a 1 i 6 mesos post-tractament dels nivells d’expressié de proteina alfa-
aminoadipic semialdehid sintasa (AASS) en animals Gcdh”/- tractats amb ’AAV9_miR_AASS i
exposats a dieta alta en lisina (HLD). Analisis de western blot d'AASS en fetge i estriat, els animals
es van sotmetre a 4 dies o cinc mesos d’exposicié post-deslletament a HLD. Grups experimentals
Gcedh7/~: sali, i amb la administracié de 'AAV9_miR_AASS. Els resultats s’expressen com la mitja +SEM,
n=4-6 animals per grup. La significanca es va avaluar mitjancant el test de Mann-Whitney de dues
cues: * p<0.05, ** p<0.01.

L’estudi d’expressié proteica en condicions d’alimentaci6 amb HLD en fetge, va
revelar que al grup tractat amb I’AAV9_miR_AASS hi havia certa tendencia a la
disminucié dels nivells d’AASS, pero no era estadisticament significativa a un mes
post-tractament. Als sis mesos, no es va observar cap efecte d’inhibici6é de I’AASS per
part del vector terapeutic. Per contra, en la regié estriatal es va detectar una
reduccié significativa en l'expressié d’AASS posterior a la administraci6 de
I’AAV9_miR_AASS respecte els grups homolegs salins al mes post-administraci6 que
es mantenia a llarg termini, toti els 5 mesos d’exposicié a HLD (Figura 4.22). Aquests
resultats suggerien que 'efecte del vector terapéutic en estriat era suficientment

potent com per contrarestar la induccié d’AASS induida per HLD.
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4.3.2. Analisi sobre 'acumulacio de metabolits

L’exposicio a dieta alta en lisina (HLD) en models de rata i ratoli d’AG1 provoca una
activacié de la via del catabolisme de la lisina, que indueix un increment de GA i 3-
OHGA en teixits periferics i en el cervell, concretament en el nucli estriat. Aquests
compostos dicarboxilics queden retinguts al SNC degut a la incapacitat per creuar la
BHE, contribuint a la neuropatologia de 'AG1 (Gonzalez Melo et al., 2021b; Sauer et

al,, 2015; Zinnanti et al., 2006).

Considerant la rellevancia de I'acumulaci6 de metabolits en el fenotip de 'AG1, es va
estudiar l'efecte de 'administracié intravenosa neonatal de ’AAV9 miR _AASS a
nivell bioquimic en el context de HLD exposats durant 4 dies o 5 mesos i coincidint

amb 1 mes (1M) després de I'administracié de la terapia o 6 mesos (6M) .
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Figura 4.23. Analisis a 1 mes post-tractament dels nivells de metabolits després de
I'administraci6 de I’AAV9_miR_AASS (AAV9) en context de dieta alta en lisina (HLD).
Quantificaci6 d’acid glutaric (GA) i 3-hidroxiglutaric (3-OHGA) en fetge, sérum i estriat de ratolins.
Grups experimentals: wild-type (WT), Gedh”/-sali i Gcdh/- AAV9_miR_AASS exposats a dieta alta en
lisina (HLD) durant 4 dies post-deslletament. Els resultats s’expressen com la mitja +SEM, n=6-9
animals per grup. La significanca es va avaluar mitjancant el test de Mann-Whitney de dues cues: *
p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.
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En primer lloc, 'analisi dels metabolits dels grups exposats durant 4 dies a HLD va
mostrar que els ratolins Gedh /- tenien un increment significatiu en els valors de
metabolits respecte al grup WT en tots els materials biologics estudiats, confirmant
aixi I'efecte inductor de la dieta sobre els parametres bioquimics del model muri. A
més, tal i com era d’esperar, 'efecte de HLD va provocar que els nivells de GA i 3-
OHGA fossin significativament superiors als valors dels mateixos animals Gcdh 7
alimentats amb SD (Figura 4.16). En teixits periferics, els nivells dels acids
dicarboxilics en condicions HLD van augmentar 10 vegades els seus valors respecte
al mateix grup en SD, i en estriat els nivells es van doblar. Pel que fa els valors del
grup tractat amb I'AAV9_miR_AASS, en les mostres del sistema periferic es va
observar una divergencia en el flux de metabolits. Mentre que en fetge no es va
observar cap canvi significatiu en el grup Gcdh /- tractat amb el vector terapeutic
respecte al sali, en sérum, si que es va observar una disminuci6 significativa dels
nivells de GA i 3-OHGA després de I'administracié de I’AAV9. Tot i considerar que el
nivell de metabdlits en sérum és un reflex del que s’acumula al fetge, es podria
hipotitzar que sent al fetge el teixit amb major activitat enzimatica de GCDH del
organisme, en aquesta condici6 d’analisi 4 dies posteriors a la induccié de la via de
degradacié de la lisina, el fetge encara reté una quantitat considerable dels
metabolits generats, fet que emmascara l'efecte del vector terapéutic. Per altra
banda, en estriat la terapia va reduir significativament la concentracié dels dos
metabolits dicarboxilics respecte al grup no tractat, arribant a uns valors similars

als de la condicié WT (Figura 4.23).

L’estudi de I'exposici6 a HLD a llarg termini, va demostrar que en tots els teixits
I'acumulacié de GA i 3-OHGA era significativament superior a la dels animals WT i
alhora la induccié era molt superior a la observada en els ratolins Gcdh /- amb SD
(Figura 4.18), sent una tendéncia similar a la dels resultats obtinguts a curt termini.
Respecte l'efecte de 'administracié de 'AAV9_miR_AASS, tant en fetge com en
serum, es va observar una reduccié dels nivells de metabolits respecte la condicié
no tractada, sent especialment significativa en el GA. En estriat, el vector terapeutic
també va mostrar una disminucié significativa dels valors de GA i 3-OHGA fins als

sis mesos post-tractament (Figura 4.24).
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Figura 4.24. Analisis a 6 mesos dels nivells de metabolits després de I'administracié de
I’AAV9_miR_AASS (AAV9) en context de dieta alta en lisina (HLD). Quantificacié d’acid glutaric
(GA) i 3-hidroxiglutaric (3-OHGA) en fetge, sérum i estriat de ratolins. Grups experimentals: wild-
type (WT), Gedh”/-sali i Gedh/- AAV9_miR_AASS exposats a dieta alta en lisina (HLD) durant 5 mesos
post-deslletament. Els resultats s’expressen com la mitja #+SEM, n=6-9 animals per grup. La
significanca es va avaluar mitjancant el test de Mann-Whitney de dues cues: * p<0.05, ** p<0.01, ***

p<0.001.

Cal destacar que, en el grup experimental a llarg termini, tant en SD com HLD, I'efecte
de I'AAV9_miR_AASS sobre la inhibici6 de l'expressi6 d’AASS es va observar
Unicament en estriat. Tanmateix, a nivell bioquimic el vector terapeutic va prevenir
eficientment 'acumulacié de metabolits en estriat i també en teixits periferics.
Suggerint que en context de HLD en el que ’AASS es troba sobre-expressat, tot i que
la terapia no mostra un efecte en la reduccio6 de 'expressié de la proteina en fetge,
si que aportaria un efecte terapeutic en el fenotip bioquimic de 'AG1 en els teixits
periferics. Es podria especular que, tot i no mostrar silenciament post-
transcripcional de 'AASS als sis mesos, al llarg d’aquest periode el miR_AASS hauria
estat inhibint eficientment I’expressi6 de ’AASS evitant I'acumulacié de metabolits

tal i com es dona als Gedh/- no tractats.
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En conjunt, es va demostrar que l’administraci6 intravenosa neonatal de
I’AAV9_miR_AASS té un impacte terapeutic beneficidés sobre animals Gcdh /- en
context de fenotip sever. La terapia va aconseguir silenciar I'expressio d’AASS en el
SNC fins als sis mesos post-tractament, sota un context d’inducci6 de via catabolica
de la lisina. Conseqlientment, va prevenir de 'acumulacié de GA i 3-OHGA en teixits
periferics i SNC de ratolins Gcdh 7/~ tractats, i els efectes es van mantenir fins els sis

mesos post-tractament.

4.3.3. Estudi sobre les alteracions neuropatologiques en el
nucli estriat

Un 80-90% de pacients d’AG1 que no segueixen la dieta terapeutica, ja sigui per que
no s’han diagnosticat mitjangant el PCN o per que I'adheréncia a la dieta no és
I'adequada, desenvolupen crisis encefalopatiques agudes. Durant aquestes crisis, es
produeixen alteracions neuronals extenses, tipicament en nucli estriatal, que
resulten en un trastorn del moviment irreversible, i un dany cortical progressiu que
evoluciona cap a leucodistrofia (Boy et al., 2023). Cal destacar, que en el context del
cribratge neonatal on es diagnostiquen els pacients abans de I'aparicié dels primers
simptomes, tot i seguir el tractament dietetic, un 20% de pacients solen presentar
crisis encefalopatiques. Aquest fet posa de manifest que encara hi ha un

desconeixement sobre la fisiopatologia de I'’AG1 en cervell.

S’ha demostrat que en ratolins Gcdh /- 1a ingesta de HLD dona lloc a una condicid
similar a la humana. S’ha comparat el fenotip neuropatologic de pacients amb el dels
ratolins models de la malaltia, destacant la vacuolitzacié del nucli estriatal, la
ruptura de la barrera hematoencefalica (BHE), i la interrupcié de la mielinitzacié6 i

la gliosi (Wajner et al. 2019; Zinnanti et al. 2006, 2007).

Per tal d’aprofundir en I'efecte de '’AAV9_miR_AASS administrat per via IV en
periode neonatal sobre les alteracions neuropatologiques que es donen en fenotip
sever, es van realitzar analisis histologiques per H&E i immunohistoquimiques pels

marcadors glials (GFAP), mielina (MBP) i neuronals (NeuN) en el nucli estriat.

Els estudis es van dur a terme en ratolins exposats a SD: WT, Gcdh /- salins i Gedh /-
administrats amb el vector control (AAV9_miR_Sc); i en ratolins exposats a HLD:

Gcedh /- salins i Gedh /- administrats amb el vector terapeutic (AAV9_miR_AASS). La
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condiciéo amb I'administracio del vector control AAV9_miR_Sc, es va incloure amb la
finalitat de detectar qualsevol possible efecte de toxicitat inespecific i no desitjat per
part de I'’AAV9 a nivell neurologic. Aixi doncs, es van generar cinc grups
experimentals eutanasiats a curt termini (1 mes post-tractament) i cinc a llarg

termini (6 mesos post-tractament), sent un total de 10 grups experimentals.

SD HLD

WwT Gedh Gedh "
AAV9_miR_AASS

AAV9_miR_Sc

Hematoxilina &Eosina

-
o
]
w
o
]

** *

Gcedh-/- sali

Gcedh-/- + AAV9_miR_Sc
Gcedh-/- sali

Gcedh-/- + AAV9_miR_AASS

N
o
1
L]
e @ O

HLD

Vacuolitzacio (% Area)
8
Vacuolitzacio (% Area)

=
L
)
&
L

o
L

Figura 4.25. Analisis de la tinci6 d’'Hematoxilina&Eosina del nucli estriat de ratolins exposats
a dieta estandard (SD) o dieta alta en lisina (HLD) i tractats o no amb el vector control o amb
I’AAV9_miR_AASS. Les analisis es van realitzar a un i sis mesos després del tractament, totes les
barres de mesura séon de 100um. Grups experimentals: wild-type (WT), Gcdh”/- sali i Gcdh”/-
AAV9_miR_Sc exposats a SD; i Gedh7 sali i Gedh/- AAV9_miR_AASS exposats a HLD. Els resultats
s’expressen com la mitja +SEM, n=3-5 animals per grup. La significanca es va avaluar mitjancant el
test de Mann-Whitney de dues cues: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.

La tincié amb Hematoxilina&Eosina (H&E) va permetre visualitzar la morfologia de
la regio estriatal. Pel que fa als grups sotmesos a SD, no es van observar diferéncies
significatives entre els ratolins Gecdh /-1 WT, ni a curt ni a llarg termini. Per contra,
els Gedh /- exposats a ingesta de HLD van mostrar un augment significatiu en la
presencia de vacuoles en els dos temps experimentals. Cal destacar que la induccié

del catabolisme de la lisina durant 5 mesos, va revelar una major formaci6é de
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vacuoles en els Gedh /- en relacié al mateix grup mantenint la HLD per poc temps, en
un periode de 4 dies, indicant que la severitat del fenotip neuropatologic era
proporcional a la temporalitat de 'acumulacié de metabolits. El tractament amb
I’AAV9_miR_AASS va mostrar una area de vacuolitzacio significativament inferior al
grup homoleg sali tant a 1 mes com a 6 mesos post-tractament (Figura 4.25).
Aquests resultats van reiterar que el model de ratoli d’AG1 necessita ser exposat a
HLD per recapitular el fenotip neuropatologic de la malaltia; i va ser en aquest
context que ’AAV9_miR_AASS va mostrar un efecte terapeutic protegint la formacié

de vacuoles.
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Figura 4.26. Analisis immunohistoquimiques de la proteina acidica fibril-lar glial (GFAP) en el
nucli estriat de ratolins exposats a dieta estandard (SD) o dieta alta en lisina (HLD) i tractats
o no amb el vector control o el terapeutic AAV9_miR_AASS. Les analisis es van realitzar a un i sis
mesos després del tractament, totes les barres de mesura s6n de 100um. Grups experimentals: wild-
type (WT), Gedh7-sali i Gedh/- AAV9_miR_Sc exposats a SD; i Gedh”- sali i Gedh7/- AAV9_miR_AASS
exposats a HLD. Els resultats s’expressen com la mitja +SEM, n=3-5 animals per grup. La significanca
es va avaluar mitjancant el test de Mann-Whitney de dues cues: * p<0.05, ** p<0.01.

L’analisi immunohistoquimica de la proteina acidica fibril-lar glial (GFAP), va

permetre detectar astrocits reactius. En condicions de SD no es van observar
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diferéncies significatives en la inmunoreactivitat a GFAP, indicant absencia en
I'impacte neuropatologic en els grups Gcdh /- en els temps estudiats. Tanmateix, en
la condicié Gedh /- exposada a HLD s’observaren signes d’astrogliosi tant als 4 dies
com als cinc mesos de HLD, sent a llarg termini significativament superior que a curt
termini. El marcatge d’astrocits reactius, es va detectar per un augment del diametre
dels cossos cel-lulars i del gruix de les seves ramificacions, que sovint es trobaven
agregades i situades majoritariament al voltant de les vacuoles. En contraposicié, en
els animals Gcdh 7/~ alimentats amb HLD i tractats amb el vector terapéutic, es va
observar una reducci6 significativa del marcatge, suggerint que ’AAV9_miR_AASS

previndria de I'astrogliosi fins als sis mesos post-tractament (Figura 4.26).
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Figura 4.27. Analisis immunohistoquimiques de proteina basica de mielina (MBP) en el nucli
estriat de ratolins exposats a dieta estandard (SD) o dieta alta en lisina (HLD) i tractats o no
amb el vector control o el terapéeutic AAV9_miR_AASS. Les analisis es van realitzar a un i sis mesos
després del tractament, totes les barres de mesura sén de 100um. Grups experimentals: wild-type
(WT), Gedh/-salii Gedh/- AAV9_miR_Sc exposats a SD; i Gedh”/-salii Gedh/- AAV9_miR_AASS exposats
a HLD. Els resultats s’expressen com la mitja +SEM, n=3-5 animals per grup. La significanca es va
avaluar mitjancant el test de Mann-Whitney de dues cues: * p<0.05, ** p<0.01.
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A continuacid, es va analitzar 'expressié de la proteina basica de mielina (MBP),
proteina mitjangant immunodetecci6. LA MBP forma part del procés de
mielinitzacié que recobreix els axons neuronals que conformen el sistema nervids.
Una vegada més, les condicions en SD no van mostrar diferencies en el marcatge
respecte a la condici6 WT. Mentre que la condicié Gcdh /- HLD va presentar
alteracions d’hipomielinitzaci6, observant que l'expressi6 de MBP era
significativament inferior als grups exposats a SD amb absencia de fenotip greu.
L’administracié del vector terapeutic a llarg termini, va mostrar valors de MBP

similars als de condicions SD, indicant un efecte protector de la terapia (Figura 4.27).
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Figura 4.28. Analisis immunohistoquimiques de NeuN del nucli estriat de ratolins exposats a
dieta estandard (SD) o dieta alta en lisina (HLD) i tractats o no amb el vector control o el
terapeéutic AAV9_miR_AASS. Les analisis es van realitzar a un i sis mesos després del tractament,
totes les barres de mesura s6n de 100um. Grups experimentals: wild-type (WT), Gedh/-sali i Gedh”-
AAV9_miR_Sc exposats a SD; i Gedh7 sali i Gedh/- AAV9_miR_AASS exposats a HLD. Els resultats
s’expressen com la mitja +SEM, n=3-5 animals per grup. La significanca es va avaluar mitjancant el
test de Mann-Whitney de dues cues: * p<0.05, ** p<0.01.

L’analisi immunohistoquimica del marcador neuronal (NeuN) detecta els nuclis

neuronals. En aquesta analisi no es van observar diferéncies significatives de
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densitat neuronal entre grups, ni tan sols en les condicions de fenotip sever de 5
mesos d’exposicié a HLD (Figura 4.28). Aquests resultats suggerien, que en aquests
temps, tot i I'alteraci6 en astrocits i I'estat de mielinitzacié, no hi hauria perdua
neuronal en el nucli estriat. Tanmateix, no es poden descartar alteracions d’activitat
neuronal, ja que aquesta tinci6 no permetia valorar una possible afectacié en la

funcionalitat neuronal.

En resum, les analisis dels efectes sobre les alteracions neuropatologiques van
permetre aprofundir en la caracteritzacié fenotipica del model AG1l en les
condicions de fenotip greu. Es va detectar que en ratolins Gcdh /- exposats a HLD, hi
havia formacié de vacuoles, activacié d’astrocits reactius i perdua de mielina
respecte als grups en SD. En canvi, ratolins Gcdh /- tractats amb I’AAV9_miR_AASS i
exposats durant cinc mesos a HLD, van mostrar un estat de vacuolacio, i marcatge
de GFAP i MBP similar al de ratolins Gecdh /- en SD. Aquests fets suggerien que
I'administracié del vector terapeutic per via IV a P1, proporciona un efecte

neuroprotector de la lesi6 estriatal induida per HLD en ratolins Gcdh /.

En paral-lel, els estudis amb el vector control AAV9_miR_Sc no van mostrar cap
diferencia o alteracié d’aquesta condici6 respecte al grup Gedh /- en SD, confirmant
que a nivell neuropatologic 'administraci6 [V a P1 de 'AAV9 no induiria toxicitat, ni
aparentment cap efecte off-target no desitjat, el que reforcaria el potencial

terapeutic de 'TAAV9_miR_AASS.

4.3.4.Determinacio dels efectes en l'estres oxidatiu

L'estres oxidatiu s’ha relacionat ampliament amb malalties neurodegeneratives com
el Parkinson o I’Alzheimer, i també s’ha descrit el seu rol en malalties metaboliques
hereditaries (Kim et al., 2015; Ristoff et al., 2002). Tan en models animals com en
pacients d’AG1 s’ha reportat que 'acumulaci6 de metabolits contribueix al dany
neurologic, en part degut a una produccid excessiva d’espéecies reactives d’oxigen
(ROS). Els diferents parametres estudiats a la bibliografia mostren que en
condicions d’acumulacié de GA, es dona un desequilibri entre les defenses
antioxidants i el dany oxidatiu, especialment a la zona estriatal, indicant que l'estres

oxidatiu podria estar implicat en la toxicitat dels metabolits dicarboxilics acumulats
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en el nucli estriat (Guerreiro et al. 2018; Latini et al. 2007; Seminotti et al. 2013,

2022; Wajner et al. 2019).

En aquest estudi, es va avaluar el dany oxidatiu en lipids i DNA en el nucli estriat de
ratolins sotmesos a condicions de HLD, a curt i llarg termini. En paral-lel, es va
estudiar la possible capacitat protectora de l'administracié IV neonatal de

I’AAV9_miR_AASS enfront aquests processos.

En primer lloc, es van analitzar els efectes sobre el dany oxidatiu en lipids,
mitjancant la quantificacié malondialdehid (MDA) en homogenats d’estriat. El MDA
es genera en situacions de peroxidaci6 d’acids grassos poliinsaturats, que es dona

en contextos de lesi6 oxidativa de les membranes cel-lulars.

7525‘ . o WT
2 50 ns o Sali ot |HEP
2 . — . c
s R o AAV9 miR_AASS
2 154 —
=z ? .
S 10- o
£ &
~ - (o]
< 5 &
[m]
= 9
&M
Estriat

Figura 4.29. Analisis dels nivells de malondialdehid (MDA) en el nucli estriat de ratolins
exposats a dieta alta en lisina (HLD) i tractats o no amb I’AAV9_miR_AASS. Les analisis es van
realitzar a un i sis mesos després del tractament. Grups experimentals: wild-type (WT), Gedh”/-sali i
Gcdh7- AAV9_miR_AASS exposats a HLD. Els resultats s’expressen com la mitja +SEM, n=4-9 animals
per grup. La significanca es va avaluar mitjangant el test de Mann-Whitney de dues cues: * p<0.05, **
p<0.01.

L’analisi de peroxidaci6 lipidica en condicions de fenotip sever va revelar una
tendeéncia a la alga en els nivells de MDA del grup Gcdh /- sali respecte al grup WT,
tant a curt com a llarg termini. Els Gcdh /- tractats amb el vector terapéutic van
mostrar una disminucid significativa en els nivells de MDA respecte als animals no
tractats assolint valors similars als ratolins WT (Figura 4.29). Aquests resultats
suggeririen que ’AAV9_miR_AASS previndria la inducci6 de I'augment de lesi6
oxidativa de les membranes lipidiques en contextos de HLD fins als sis mesos post-

tractament.

Per tal d’aprofundir en al dany oxidatiu, es va estudiar 'impacte d’aquest a nivell de

DNA, mitjancant el marcatge per immununohistoquimica de 8-oxo-2'-
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desoxiguanosina (8-oxodG), una forma oxidada de la guanina. Les ROS generades en
context d’acumulaci6 dels metabolits dicarboxilics, ataquen les bases nitrogenades

que conformen el DNA, provocant estres oxidatiu cel-lular.

SD HLD
WT Gedh - Gedh -

Sali AAV9_miR_Sc Sali AAV9_miR_AASS

™

6M

8-oxodG

-

o

o
I

100

(e]

WT

=]

=]
1

o

Gcedh-/- sali

80 - LN}
O o
o, Godh-/- + AAVO_miR_Sc
e Gcedh-/- sali HLD
bl Godh-/- + AAVY_miR_AASS
oY
[}
T

-2
o
1
o

60

7 °° o0
: s B &
ﬁ % o 204 Pd
lo) [e]
1 1 T 0 T I
M 6M
Figura 4.30. Analisis immunohistoquimiques de 8-oxo-2'-desoxiguanosina (8-oxodG) en la
regio estriatal de ratolins exposats a dieta estandard (SD) o dieta alta en lisina (HLD) i tractats
o no amb el vector control o el terapéutic AAV9_miR_AASS. Les analisis es van realitzar a un i sis
mesos després del tractament, totes les barres de mesura s6n de 100um. Grups experimentals: wild-
type (WT), Gedh”/- no tractat i Gedh’/- AAV9_miR_Sc exposats a SD; i Gedh7/- no tractat i Gedh”-
AAV9_miR_AASS exposats a HLD. Els resultats s’expressen com la mitja +SEM, n=3-5 animals per
grup. La significanca es va avaluar mitjancant el test de Mann-Whitney de dues cues: * p<0.05, **
p<0.01.
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A curt termini, al marcatge de 8-oxodG nuclear no presentava diferencies
significatives en la lesi6 oxidativa del DNA en els diferents grups. En canvi, als cinc
mesos d’exposiciéo a HLD, la condicié Gcdh /- no tractada va revelar un augment
significatiu del nivell de 8-oxodG respecte a les condicions en SD. A més, en la
condicié homologa tractada amb el vector terapeutic es va mostrar un descens del
nivell de marcatge, assimilant-se als valors dels grups a SD (Figura 4.30). Aquests

resultats indicarien que 'administraci6 IV neonatal de 'AAV9_miR_AASS exerciria
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un efecte protector sobre el dany oxidatiu al DNA provocat per l'exposicié

continuada a HLD.

4.3.5. Estudi sobre les alteracions hepatiques

Recentment, s’ha discutit el paper de la deficiencia de GCDH en el teixit hepatic,
considerant que en altres trastorns derivats de defectes del catabolisme
d’aminoacids, els metabolits toxics originats en el fetge provoquen deficiencies
enzimatiques al fetge i poden acumular-se al cervell (Manoli & Venditti, 2016). A
mes, és al fetge on la GCDH té una major abundancia a nivell de RNA i proteina.
Tanmateix, tant en pacients d’AG1 com en estudis amb models de ratoli dAG1, tot i
les discrepancies sobre com afecta el catabolisme de la lisina hepatica al flux de
metabolits toxics al cervell, no s’han descrit evidencies clares de la presencia
d’alteracions hepatiques degudes a la deficiencia de GCDH (Barzi et al., 2023; Kolker
et al., 2015; Sauer et al., 2006). No obstant aixo, tots els estudis previs en el model

de ratoli d’AG1 s’han fet en condicions d’'una exposicié curta a HLD.

Per aprofundir sobre els possibles efectes sobre la funcionalitat hepatica de la
deficiencia de GCDH, en condicions de sobreexposici6é o no a lisina i els possibles
efectes terapeutics de 'AAV9_miR_AASS, es van explorar parametres bioquimics i
morfologics hepatics. Per altra banda, s’ha de tenir en compte que altes dosis de
virus AAV poden provocar dany hepatic (Hinderer et al., 2018; Jagadisan & Dhawan,
2023), aixi doncs, es va analitzar també possibles evidencies d’efecte toxic provocats

per 'administracié de '’AAV9_miR_AASS o I'AAV9_miR_Sc.

Pel que fa als parametres bioquimics hepatics, es va analitzar 'activitat de la
fosfatasa alcalina (ALP, per les seves sigles en angles), els nivells de colesterol,

proteina total i triglicerids en sérum de ratolins.
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Figura 4.31: Analisis dels parametres bioquimics hepatics en sérum de ratolins exposats a
dieta estandard (SD) o dieta alta en lisina (HLD) i tractats o no amb el vector terapéutic
AAV9_miR_AASS. Les analisis es van realitzar a un i sis mesos després del tractament. Quantificacio
de I'activitat fosfatasa alcalina i contingut de colesterol, proteina total i triglicerids. Les analisis es van
realitzar a un i sis mesos després del tractament. Grups experimentals: wild-type (WT), Gedh”/- sali,
Gedh7/- AAV9_miR_AASS exposats a SD o HLD. Els resultats s’expressen com la mitja +SEM, n=6
animals per grup. La significanca es va avaluar mitjan¢ant el test de Mann-Whitney de dues cues: *
p<0.05, ** p<0.01.

153



4.Resultats

La ALP és una proteina enzimatica situada a la membrana cel-lular dels hepatocits,
actua catalitzant la hidrolisi dels esters de fosfat organic presents a l'espai
extracel-lular. Més del 80% de les ALP circulants en serum provenen del fetge i dels
ossos. Aixi doncs, nivells anomalament elevats de la seva activitat en sérum es
relacionen amb la presencia de dany hepatic o bé d’un trastorn ossi (Makris et al,,
2023). Les analisis de les mostres obtingudes a un mes d’edat, van mostrar que en
condicions de SD no hi havia diferéncies significatives entre els animals WT i Gecdh
. Per contra, els grups Gecdh7/- exposats a HLD, tant els que havien rebut el vector
terapeutic com els que no, van revelar un augment de l'activitat ALP respecte a la
condiciéo WT, suggerint la presencia de dany hepatic en aquests ratolins. Tanmateix,
els nivells de l'activitat ALP del grup tractat eren lleugerament inferiors als del sali,
indicant una tendencia en la prevencié de I'alteracié hepatica per part del vector
terapeutic. Seguint la mateixa linia, la condici6 tractada amb I'’AAV9_miR_AASS i
exposada durant 5 mesos a HLD va mostrar valors similars als de la condicid
homologa salina, en aquest cas no hi havia indicis de recuperaci6é en els nivells
d’activitat ALP, probablement degut a la llarga temporalitat d’exposicié al fenotip
sever. Finalment, cal destacar que tant als grups exposats a SD com HLD, es va
observar un descens de l'activitat ALP en els animals de 6 mesos d’edat respecte als

d’'un mes (Figura 4.31A).

Els nivells proteina total, triglicérids i colesterol també sén indicadors de I'estat
hepatic, ja que el fetge és I'0Organ central de la seva sintesi; aixi doncs alteracions en
la funcié hepatica afecten directament a la concentracié en serum d’aquests
compostos. No obstant aixo, la produccié d’aquests compostos impliquen diferents
ubicacions i maquinaria cel-lular. Mentre que les proteines son sintetitzades a partir
d’aminoacids per part del ribosoma i I'aparell de golgi, el colesterol i triglicerids es
sintetitzen de novo a partir dels seus precursors, l'acetil-CoA i els acids grassos
respectivament, i la seva produccié ve regulada per senyals metaboliques i
hormonals. Pel que fa als nivells de proteina total, no es van observar diferencies
significatives ni tendencies clares entre els diferents grups a les diferents condicions,
indicant que en el model de ratoli d’AG1, tot i estar sota condicions de fenotip sever,
el fetge manté la capacitat de sintetitzar proteines de forma adequada (Figura

4.31B).
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Els valors de triglicérids es trobaven augmentats en els ratolins Gedh”- respecte als
WT als 6 mesos d’edat en condicions de SD, fet que indicaria una alteraci6 en el
metabolisme dels acids grassos. En canvi, els nivells de la condicié tractada amb
I’AAV9_miR_AASS van revertir aquest augment i s’ assimilaven als valors dels WT,
suggerint que el vector terapeutic seria capa¢ de prevenir l'alteracié cronica
observada (Figura 4.31C). En condicions de HLD, les analisi de triglicerids aixi com
les de colesterol en serum van mostrar un comportament similar. Es va observar una
disminucié en els nivells de triglicérids i colesterol en els ratolins Gcdh”-respecte al
grup WT, suggerint una alteracio en la funci6 dels hepatocits implicada en la sintesi
o renovaci6 d’aquests components en condicions de HLD. El tractament amb el
vector terapeutic va prevenir la caiguda del contingut de colesterol, de forma
significativa a 1 mes post-tractament i es va observar la mateixa tendéncia als 6
mesos. En el cas dels triglicérids no es va detectar cap efecte de millora per la terapia
en les condicions de HLD. (Figura 4.31C,D). Aquests resultats indicarien que en
condicions de HLD hi hauria alteracions especifiques en les vies del metabolisme
lipidic i d’acids grassos dels hepatocits, que el vector terapéutic podria prevenir
parcialment.
sD HLD

WT Gedh ™ Gedh ™~
AAV9_miR_Sc AAV9_miR_AASS
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Figura 4.32. Analisis de la tincié d’Hematoxilina&Eosina del fetge de ratolins exposats a dieta
estandard (SD) o dieta alta en lisina (HLD) i tractats o no amb el vector control o el terapéutic
AAV9_miR_AASS. Les analisis es van realitzar a un i sis mesos després del tractament, totes les barres
de mesura so6n de 50um. Grups experimentals: wild-type (WT), Gecdh7/-no tractati Gedh/- AAV9_miR_Sc
exposats a SD; i Gedh/ no tractat i Gedh7- AAV9_miR_AASS exposats a HLD. Els resultats s’expressen
com la mitja +SEM, n=3-5 animals per grup.

L' analisi histologica per tinci6 amb Hematoxilina&Eosina (H&E) va permetre
visualitzar la morfologia hepatica. A un mes d’edat, no es van observar alteracions
significatives entre les diferents condicions exposades a SD i HLD, segurament, degut
a que aquest és una etapa molt primerenca per poder detectar alteracions
morfologiques. En canvi, als sis mesos d’edat, el grup Gcdh7/- SD va mostrar
alteracions morfologiques respecte als ratolins WT, incloent signes de vacuolitzacid
citoplasmatica  d'hepatocits, invaginacié6 citoplasmatica intranuclear i
microgranulomes abundants. Pel que fa als grups exposats al llarg de cinc mesos a
HLD, la condici6 Gcdh7/- va mostrar una alteracié generalitzada amb anisocariosi,
hepatocits amb multiples nuclis, apoptosi hepatocel-lular i infiltrats de cel-lules
mononuclears (periportal i perivascular). El grup homoleg tractat a periode
neonatal, també va mostrar alteracions morfologiques hepatiques perd menys
pronunciades en comparacié amb el grup Gecdh7- HLD, mostrant una millora del
fenotip hepatic sever per part de I'accié terapeutica de 'AAV9_miR_AASS. Al llarg
dels sis mesos, el grup Gedh~/-tractat amb el vector control, AAV9_miR_Sc, presentava
una morfologia hepatica similar al grup Gedh”- que no havia rebut el vector, indicant
que la transducci6 al fetge de I'’AAV9 no generava cap efecte advers addicional de

toxicitat hepatica (Figura 4.32).

En conjunt, 'exploracié hepatica va permetre aprofundir en la caracteritzacié del
model ratoli d’AG1. Es va detectar que en el model Gedh”/-1'exposicié a HLD indueix
alteracions de funcionalitat hepatica, relacionades amb I'augment de 'activitat ALP
ila reduccié de la sintesi de components lipidics, com sén el colesterol i triglicerids.
Aix9, correlacionaria amb I'observacio d’alteracions morfologiques en hepatocits als
cinc mesos d’exposicié a HLD. Tot i que, les alteracions en els parametres bioquimics
en molts casos ja es detectaven al mes de vida, a nivell morfologic el dany hepatic no
es va observar fins als sis mesos d’edat, probablement degut a que les lesions
morfologiques es manifesten com a resultat d’alteracions metabdliques

perllongades en el temps. Aquests resultats posen de manifest la necessitat d’'un
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estudi més detallat que permeti aprofundir sobre l'evolucié de I'estat del fetge amb
I'edat i 'exposicié a HLD en els ratolins Gecdh/-. A destacar que, tant a nivell
bioquimic com morfologic, el tractament per via IV neonatal amb I'’AAV9_miR_AASS
resultava en una millora parcial del fenotip hepatic, indicant certa capacitat

protectora del vector terapéutic.

4.3.6. Evolucio del pes corporali supervivéencia

En estudis previs a la bibliografia s’ha descrit la severitat de I'impacte de HLD en
models de rata i ratoli AG1l en l'aparicié dels simptomes clinics. Aquests es
caracteritzen per una activitat espontania i hipotermia, i una reduccié de la ingesta
d'aliments fins a la perdua de pes, comprometent fins al 50% la supervivencia
durant les primeres 96 hores post-deslletament (Gonzalez Melo et al., 2021; Sauer

etal,, 2015; Zinnanti et al., 2006).

Per tal d’ampliar la caracteritzaci6 de la nostra cohort i estudiar-ne l'efecte de
I’AAV9_miR_AASS, es va realitzar un seguiment del pes corporal des del
deslletament i exposicié a HLD, fins al moment de la mort natural o de '’eutanasia
dels grups experimentals. De la mateixa manera, es va dur a terme una
monitoritzacié de la supervivéncia dels grups Gedh /- salins i Gedh /- tractats amb el

vector terapeutic.

L’estudi del seguiment de pes corporal va evidenciar que I'impacte de HLD en
ratolins Gedh /- provocava una perdua de pes del 15% als tres dies d’ingesta de HLD.
En aquest mateix grup, tot i revertir-se la disminucié de pes inicial, la tendéencia de
'evolucié es va mantenir significativament per sota del pes corporal mitja del grup
WT al llarg de tot el periode de seguiment. Pel que fa la condicié post-tractament
amb ’AAV9_miR_AASS, es va observar que I'evoluci6 del pes es comportava similar
al grup WT fins al dia 75 d’exposicié a HLD. A partir d’aquest punt, I'’evoluci6 de pes
del grup Gedh /- tractat amb el vector terapeutic es va mantenir a una fase de plateau,
mentre que el grup WT va seguir augmentant de pes fins a arribar a valors
significativament superiors. Al comparar els grups Gcdh /- tractats i no tractats amb
I’AAV9_miR_AASS, es va observar que les corbes de guany de pes es comportaven

significativament diferent fins al dia 15 post-HLD , indicant que 'AAV9_miR_AASS
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protegiria els ratolins Gcdh /- de la pérdua de pes durant el primer periode

d’exposicié a HLD (Figura 4.33A).
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Figura 4.33. Analisis de I'’evolucid del pes corporal i de la supervivéncia de ratolins exposats
adieta alta de lisina (HLD) i tractats o no amb el vector terapeutic AAV9_miR_AASS. A) Evolucié
del guany del pes corporal. Els valors es van recollir des del deslletament fins al sis mesos després
del tractament. Grups experimentals: wild-type (WT), Gedh”/-sali i Gedh/- AAV9_miR_AASS exposats a
HLD. Els resultats s’expressen com la mitja +SEM, n=6-15 animals per grup. La significanca es va
avaluar mitjancant el test de Mann-Whitney de dues cues: * p<0.05, ** p<0.01. *** p<0.001. B)
Percentatge de la supervivéencia. Els valors es van recollir des del deslletament fins al sis mesos
després del tractament. Grups experimentals: Gedh/-sali i Gedh/- AAV9_miR_AASS exposats a HLD,
n=15-25 animals per grup. L’analisi es va realitzar mitjan¢ant el metode Kaplan-Meier i es va avaluar
la significan¢a amb el test de rang llarg (Mantel-Cox).

El seguiment de la supervivencia dels ratolins Gcdh /- exposats a HLD, va demostrar
que aquesta té un impacte notable en la supervivencia dels animals. En la condicié
d’animals que no havien rebut el vector terapeutic, la supervivéncia va disminuir
fins a un 60% durant els primers dies d’exposici6 a HLD, arribant a ser del 50% al
cap de cinc mesos en HLD. Cal remarcar que, la condicié tractada per viaIVa P1 amb
I’AAV9_miR_AASS va millorar la supervivencia fins al 87% després de cinc mesos

d’alimentacio6 continuada i sostinguda amb HLD (Figura 4.33B).

En conjunt, aquests resultats posen de manifest que la inhibicié del catabolisme de
la lisina mitjangant I'estratégia de iRNA de '’AAV9_miR_AASS administrat en edats
primerenques del desenvolupament, proporciona un benefici terapeutic en el model

ratoli de I'AG1.
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L'aciduria glutarica tipus 1 (AG1) és una malaltia metabolica hereditaria (MMH)
causada per la deficiencia enzimatica de la glutaril-CoA deshidrogenasa (GCDH), un
enzim implicat en el catabolisme de la lisina, el triptofan i la hidroxilisina. Amb la
deficiencia de GCDH no es realitza adequadament la conversiéo de glutaril-CoA a
crotonil-CoA, donant lloc a I'acumulacié de I'acid glutaric (GA) i el 3-hidroxiglutaric
(3-OHGA) en els fluids i teixits corporals. Aquests intermediaris s'acumulen
principalment al sistema nervios central (SNC), a causa de la manca de
transportadors cerebrovasculars especifics i la baixa permeabilitat de la barrera
hematoencefalica (BHE). L'augment de la concentracié d’aquests metabolits
neurotoxics desencadena les caracteristiques cliniques de I’AG1, caracteritzades per
crisis encefalopatiques agudes (CEA) que condueixen a una lesié estriatal bilateral
permanent que es manifesta clinicament amb distonia i trastorns complexos del
moviment entre altres simptomes (Harting et al., 2009; Hedlund et al., 2006; Jafari

etal, 2011).

Actualment, '’AG1 es diagnostica mitjan¢ant el Programa de Cribratge Neonatal
(PCN) en molts paisos, el que permet un tractament precog per tal d’evitar el dany
neurologic. Aquest tractament es basa en una disminucié del catabolisme mitjancant
una dieta restrictiva en lisina i triptofan, i es suplementa amb carnitina per tal de
desintoxicar I'acumulaci6 de glutaril-CoA formant la glutarilcarnitina (C5DC). En cas
de situacions de risc, com infeccions, cirurgies, etc., es prevé el catabolisme amb
I'administracié elevada d'hidrats de carboni i la restricci6 de proteines naturals
durant 24-48h (Boy etal., 2023). Toti que aquest tractament metabolic es considera
segur i eficag, un terg dels pacients encara experimenten dany estriatal malgrat el
diagnostic i el tractament precog, especialment si no es segueixen estrictament les
directrius dietetiques (Boy et al., 2021a; Kolker et al., 2007). L'esperanca de vida
dels individus afectats no detectats pel PCN varia significativament, mentre que un
50% arriben a l'edat adulta, un 10% dels infants afectes no diagnosticats no
sobreviuen a la seva primera decada de vida a causa d'un episodi agut (Kyllerman
et al, 2004). Per tant, en el context actual, es requereixen estrateégies terapeutiques

més eficaces per 'AG1.

Les terapies de reduccié de substrat s'han plantejat com a potencials aproximacions

terapeutiques per als trastorns innats del metabolisme. Aquestes intervencions
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actuen disminuint els nivells de metabolits toxics, mitjanc¢ant la inhibicié d'un enzim
previ en la mateixa via metabolica de 1'enzim deficient. Concretament, la inhibicié
de I'enzim 2-aminoadipic semialdehid sintasa (AASS) codificat pel gen AASS primer
enzim de la via del catabolisme de la lisina, s’ha considerat com una diana
terapeutica pel tractament de ’AG1. S’ha demostrat que ratolins Gcdh”/-/Aass’/-
mostren una disminucié en la concentracié de metabolits acumulats en orina, fetge
i cervell (Barzi et al., 2023; Leandro et al.,, 2020). Cal destacar, que la deficiencia
d'AASS condueix a la hiperlisinemia, un trastorn enzimatic considerat una entitat
benigna, és a dir sense conseqiiéncies cliniques aparents, per tant, inhibir aquest
enzim especific seria segur en humans (Leandro & Houten, 2020). Aixi doncs, el
principal objectiu d’aquesta tesi doctoral va ser el desenvolupament d'una terapia
genica per al tractament de I’AGl basada en el silenciament mitjangant
I'administracié d’'un vector viral adenoassociat (AAV) amb un constructe de RNA
d’interferencia (iRNA) per tal de silenciar I'expressi6 de I’'AASS. En conjunt, la
inhibici6 d’aquest primer enzim del catabolisme de la lisina, evitaria la degradacid
de la lisina, i conseqiientment, reduiria 'acumulacié del substrat de la GCDH i
evitaria l'acumulacié de metabolits neurotoxics responsables de la cascada

fisiopatologica que caracteritza 'AG1.

162



5.Discussio

5.1. Disseny de la terapia genica

L’estrategia seleccionada per silenciar I'expressio de ’AASS va ser a través del
mecanisme de iRNA, concretament mitjancant la introducci6 exogena d’un
microRNA artificial (miRNA) dirigit al transcrit de I'’AASS. Es va seleccionar aquesta
estrategia de silenciament genetic d’entre d’altres, com ho sén els oligonucleotids
antisentit (ASO), les seqiiencies petites d’interferencia d’ARN (siRNA), les
sequiencies de forqueta curta d’ARN (shRNA) per l'efecte potent i perllongat, i la
seguretat que se n’ha descrit. Per una banda, les estrategies de shRNA i miRNA, a
diferencia dels ASO i siRNA, s’introdueixen mitjangant vectors d’expressié sota una
seqliencia promotora que permet la generaci6 de multiples molecules efectores,
aquest fet permet que d’'una unica dosi se’n puguin expressar les seqiiéncies
inhibidores de manera estable i perllongada en el temps (Lam et al.,, 2015). Per altra
banda, els miRNA s’expressen sota promotors pol II, fet que permet modular-ne
I'expressié i dirigir-la cap als teixits diana, per contra els shRNA ho fan sota
promotors pol Il (Maczuga et al., 2012; Pfister et al., 2017). S’han descrit casos de
toxicitat severa després de l'administracié de dosis elevades de vectors que
codifiquen shRNA sota sistemes d'expressié de pol III, degut a que I'expressi6 ve
regulada per promotors que no permeten modular la intensitat i la direccid
d’expressio del transgén (Borel et al., 2011; Grimm et al, 2006). McBride i
col-laboradors han estudiat ampliament 1'is dels miRNA com a alternativa dels
shRNA, ja que s’hareportat un efecte de neurotoxicitat associada a la sobreexpressio
del shRNA en models de ratolins, probablement a causa de la saturaci6 de I'as del
mecanisme endogen del iRNA. En canvi, els resultats dels estudis en ratolins i
primats no humans utilitzant les mateixes seqiiencies inhibidores pero en una
estructura de miRNA han mostrat una major eficiencia de silenciament i absencia
de toxicitat, indicant que els miRNA presenten una major seguretat respecte a I'is
dels shRNA i sense comprometre’'n 'eficacia de silenciament (McBride et al., 2008,
2011). Actualment, hi ha diversos estudis pre-clinics i assajos clinics de terapies de
supressié genica basada en miRNAs per a malalties neurodegeneratives com la
malaltia de Hungtinton o l'ataxia espinocerebel-losa entre d’altres (Keiser et al.,

2016; Traber & Yu, 2023).

163



5.Discussio

En aquest treball s’ha abordat el disseny d’un transgeén terapeutic basat en un
miRNA artificial amb capacitat d'induir el silenciament del transcrit de ' AASS. Es van
generar quatre sequiencies pri_miRNA d’estudi, les quals es van dissenyar seguint
premisses ja descrites a la bibliografia, considerant maximitzar l'eficiencia de
silenciament i reduir els possibles efectes en altres gens no diana (off-target) (Bofill-
De Ros & Gu, 2016; Cabrera & Mueller, 2016). Es van dissenyar seqliéncies que
reconeguessin el cDNA de I'AASS huma i I'Aass de ratoli, ja que l'estrategia
terapeutica proposada s’avaluava en un model muri, pero I'objectiu a llarg termini
és la translaci6 clinica de la terapia. Per maximitzar I'expressi6 dels miRNA, les
sequiencies pri_miR_AASS es van flanquejar per l'estructura del pri_miR_16 huma
endogen, ja que s’ha descrit que el seu context genomic és altament funcional per
induir el silenciament genétic (Watanabe et al., 2016). Aquestes seqiiencies son les
seqiiencies primaries que mitjan¢ant el mecanisme endogen de iRNA donaran lloc
al miRNA madur. Per regular I'expressié de les seqiiencies pri_miR_AASS, es va
seleccionar el promotor CAG, el qual proporciona una expressioé potent i ubiqua, i
permet I'expressio del transgen terapéutic en qualsevol tipus cel-lular del SNC

(Thirtamara Rajamani et al., 2021).

La funcionalitat de l'estratégia de silenciament genétic basada en miRNA, s’ha
demostrat en un primer bloc experimental in vitro. De les 4 sequiéncies de pri-
miR_AASS dissenyades es va observar que les seqiiencies miR_3 i miR_4, eren les
que oferien una major eficiéncia de silenciament del cDNA de I'’AASS. Aquestes dues
sequiencies van demostrar una capacitat de silenciament tant en material biologic
provinent de ratolins com d’humans. Tenint en compte que en estudis en el camp
s’ha considerant que un silenciament in vitro moderat és aquell que redueix
'activitat RLuc/FLuc al 50%, i un de potent fins al 80% (Martier et al., 2019), es va
concloure que el miR_4 era el miRNA més eficient mostrant un 60% i 75% de
reduccié de 1'expressié de la proteina AASS en huma i ratoli respectivament. En
paral-lel, es va comprovar que I'analisi del miR_4-Scrambled, que conté els mateixos
nucleotids que pri-miR_4 pero de forma desordenada no provocava silenciament, i
es va confirmar que la capacitat de supressié genica del transgen terapeutic venia

donada tunica i especificament per la seqiiéencia miR_4.
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Els vectors derivats del virus adenoassociat (AAV) son atractius en terapia genica ja
que es tracten de virus no replicatius que es mantenen en el nucli de forma episomal
i garanteixen l'expressié a llarg termini en cel-lules terminalment diferenciades
(Hanaford et al., 2022). A més, els AAV no estan associats a cap patologia rellevant
en humans. S’han descrit diversos serotips amb tropisme per a diferents teixits, els
quals presenten un excel-lent perfil de seguretat i una immunogenicitat
relativament baixa (C. Li & Samulski, 2020). L’eficacia de la terapia genica al SNC
utilitzant aquests vectors s’esta utilitzant per tractar nombroses malalties com la
malaltia de Parkinson (Eberling et al., 2008; Mittermeyer et al., 2012), la malaltia de
Baten (Katz et al., 2015) i I'atrofia muscular espinal (Mendell et al., 2017), entre
d’altres. En el context d’aquest treball es va seleccionar I’AAV9, un serotip amb
tropisme cap al cervell i capacitat per creuar la BHE, ja que AG1 presenta alteracions
neurologiques importants i es pretenia que la terapia fos eficag a SNC (Dufour &
McBride, 2016). Per altra banda, també es va treballar amb un AAV de serotip 9
modificat (AAV9_p31), el qual s’ha descrit que en ratolins augmenta l'eficacia de
lliurament genetic al SNC respecte a I'’AAV9. Concretament, la modificacié
incorporada en la capsida del serotip permet la transducci6 a la BHE a través del
receptor de 'anhidrasa carbonica IV (Zhang et al., 2024). Recentment, s’ha destacat
I’AAV9_p31 per la seva utilitat per realitzar investigaci6 basica en models de ratolins
iamb I'objectiu d’avaluar les terapies dirigides al SNC (Bunuales et al., 2024). Aixi es
van fer els dissenys pertinents amb cada un d’aquests vectors AVV9 amb el pri-

miR_4 seleccionat (miR_AASS) (Figura 5.1).
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Figura 5.1. Representacié esquematica dels mecanismes de I’AG1 i el mecanisme d’accié de
I’AAV9_miR_AASS. Mecanisme de ’AG1: la deficiéncia enzimatica de la glutaril-CoA deshidrogenasa
(GCDH) provoca la generaci6 d’acid glutaric (GA) i l'acid 3-hidroxiglutaric (3-OHGA), que actuen com
a neurotoxines endogenes. Mecanisme d’acci6 de ’AAV9_miR_AASS: el vector terapeutic codifica per
a una seqiiencia pri_miRNA que dona lloc a un miRNA madur dirigit al mRNA de I'alfa-aminoadipic
semialdehid sintasa (AASS). La degradacid del transcrit de ’AASS actua com a estrategia terapéutica
de reduccié de substrat per a ’AG1, prevenint 'acumulacié de metabolits toxics i donant lloc a una
hiperlisinémia benigna.
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5.2. Transducciodi eficiencia de silenciament als
teixits diana

L’eficiencia de la transduccié dels vectors pot variar segons quina sigui la via
d’administracié i el periode de desenvolupament post-natal en que es dona
I'administracié de 'AAV (Castle et al.,, 2016). Tenint en compte aquestes evidéncies,
es va explorar I'administracié de '’AAV9_miR_AASS terapeutic a diferents etapes del
desenvolupament del ratoli: en ratolins d’edat jove-adulta (P30), en edat jove (P15)
i en edat neonatal a un dia de vida (P1). A més, per tal d’optimitzar la transduccié
tant als teixits periferics com al SNC, es va treballar amb les vies d’administracio6
intravenosa (IV) a nivell sistémic, i via cisterna magna (CM) de manera locoregional,
permetent 'administracio6 directa al liquid cefaloraquidi (CSF). Cal destacar que en
el cas de les dues vies, ja s’havia reportat previament 'eficiencia de transduccio6 de
I’AAV9 en estudis in vivo en animals rosegadors i primats no humans (Chandran et

al. 2023; Hinderer et al. 20144a; b; Marchi et al. 2022).

L’avaluacié de la biodistribucié i de l'eficiencia de silenciament de les diferents
estrategies d’administracio es va realitzar estudiant tres parametres corresponents
a tres estadis diferents de l'efecte del vector terapeutic. En primer lloc, la
quantificacié del miR_AASS madur com a mesura de la capacitat de transducci6 del
vector i de generacié de la molecula efectora del silenciament, mitjangant una analisi
dissenyada especificament per quantificar la presencia de la seqiiencia
monocatenaria de miRNA en els teixits determinats. En segon lloc, I'analisi de
I'expressio de la proteina AASS, sent indicador de la regulacié post-transcripcional
del vector terapeutic. I per ultim, la quantificacié dels marcadors bioquimics de la
malaltia, el GA i el 3-OHGA, els quals s’han considerat parametres d’estudi per a
I'avaluacié de I'eficacia de possibles terapies per a I’AG1 (Barzi et al., 2023; Guo et
al., 2022b; Koeller et al., 2002; Mateu-Bosch et al., 2024b). Les diverses analisis es
van realitzar en serum, fetge i estriat dels ratolins. La regi6 estriatal és reconeguda
com a principal regio cerebral afectada en ’AG1, ja que s’ha demostrat que la manca
de transportadors cerebrovasculars i la baixa permeabilitat de la BHE provoquen un
flux limitat dels metabolits neurotoxics i 'acumulacié perllongada d’aquests a
l'estriat (Jafari et al., 2011; Sauer et al.,, 2006). Pel que fa al fetge, tot i no haver-hi

descripcions a la bibliografia d’afectacié hepatica en 'AG1, és I'drgan amb més
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abundancia de GCDH, i on es dona una part important del catabolisme de la lisina,
per tant, es considera un teixit d’interes on es dona acumulacié de metabolits
préviament a la seva alliberacié a la circulacié (Matthews, 2020). A més, recentment
s’ha descrit que en ’AG1 la correccié de la funci6 metabolica en fetge podria
contribuir positivament a reduir la simptomatologia de la patologia (Barzi et al.

2023; Houten & Coughlin 2023).

L’administraci6 del vector AAV9_miR_AASS en edat neonatal (P1), jove (P15)ijove-
adulta (P30), va donar lloc a una transduccié exitosa al fetge de ratolins un mes
després de la injeccid. Tanmateix, inicament I'administracié intravenosa neonatal
mostrava una optima biodistribucié i eficiencia de silenciament de I’AASS en estriat,
suggerint que I’AAV9 administrat en edats avancades no mostrava un bon tropisme
cap al cervell. Una de les principals hipotesis que reforgarien aquest fet, és que
I’AAV9 no creua optimament la BHE quan I'administracio es fa en edats avangades
en les que la barrera ja s’ha format per complet (Foust et al., 2009; Mateu-Bosch et
al., 2024b). Cal destacar que, encara es manté incert quin és el mecanisme precis pel
qual I'’AAV9 creua la BHE. No obstant aix0, s’ha identificat que 'administraci6é en
nounats, periode en el qual la BHE encara no s’ha acabat de formar, permet una
millor transduccié del vector al SNC en comparaci6 amb adults, amb un BHE
totalment madura (Styk et al., 2024). S’especula que aix0 es deu al canvi en
I'estructura de la BHE al llarg del seu desenvolupament. En periodes primerencs
I'endoteli, que revesteix els vasos sanguinis cerebrals, és encara immadur i permet
la difusié de 'AAV9 a través del trencament temporal de les unions estretes,
permetent la transduccié a neurones, astrocits i microglia. En canvi, en edats
tardanes, 1'endoteli cerebral ja madur es converteix en una barrera envoltada per
astrocits que impedeixen la permeabilitat de la BHE. Aix0 provoca que en aquestes
edats, I'AAVO tot i transduir al endoteli no sigui capag¢ de superar la barrera glial, i la
seva biodistribucié sigui principalment a astrocits i cel-lules endotelials, impedint
I'arribada a neurones o microglia (Figura 5.2) (Liu et al., 2021; Lowenstein, 2009;

Wu et al.,, 2023).
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Figura 5.2. Representacié esquematica de la biodistribucié del AAV9 al sistema nervids
central (SNC) en funcié de I'edat d’administracié per via intravenosa i la maduracié de la
barrera hematoencefalica (BHE). Figura adaptada de Lowenstein, 2009.

L’administracié locoregional de 'AAV9_miR_AASS a través de la via de cisterna
magna va mostrar una eficiencia lleu de transduccié a l'estriat, sense mostrar
reduccié en 'acumulacié de metabolits. En canvi, a fetge s’observava una optima
transducci6 i efecte de '’AAV9_miR_AASS, mostrant un comportament similar a
I'administracié IV donant lloc a una disminuci6 de la expressié d’AASS i una reduccié
de 'acumulaci6 dels metabolits neurotoxics. Préeviament a la bibliografia ja s’havia
reportat aquest mateix efecte de redistribucié a la circulaci6 sistémica per part de
I’AAV9 quan aquest s’administra via locoregional al CSF en animals rosegadors
(Dirren et al,, 2014; Haurigot et al,, 2013; Schuster et al., 2014). Per contra, en
estudis en primats no humans i en humans, se segueix apostant per administracions
locoregionals al CSF com la CM per la seva transduccio local al SNC i la seva modesta
biodistribuci6 a fetge (Samaranch et al., 2012; Taghian et al.,, 2020). Aquest fet,
evidencia la diferencia interespécie en la biodistribuci6 del vector AAV9, i qliestiona
I'as d’aquests models preclinics per al desenvolupament translacional de terapies

geniques (Schuster et al. 2014).

El vector amb serotip modificat, 'AAV9_p31_miR_AASS, va revelar ser I'inica

estrategia amb una optima biodistribuci6 i eficiencia de silenciament de ’AASS en
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fetge i estriat, en administracio IV en edat jove-adulta (P30). Tanmateix, per a futurs
estudis es va desestimar I'is del serotip modificat, ja que d’aquest no hi havia
evidencies cientifiques de la seva funcionalitat en humans. De fet, es coneix que
I’AAV9_p31 interactua de forma molt eficient amb I'anhidrasa carbonica tipus IV de
ratoli, pero no amb la humana (Shay et al., 2023; Zhang et al., 2024). En la mateixa
linia, un estudi recent ha revelat la diferencia en la capacitat de transducci6 del
AAV9_p31 al SNC de ratolins, rates i primats no humans, degut a una diferéncies en

la penetrancia de la BHE entre les espéecies (Bunuales et al. 2024).

Aixi doncs, I'estudi de 'administracié a edat neonatal IV va confirmar que '’AAV9
s’ha d’administrar en edats primerenques per poder creuar la BHE, i aixi arribar al
SNC. Seguint aquesta estrategia, es va determinar que '’AAV9_miR_AASS induia un
bon silenciament de I’AASS, i 'administracio de la dosi alta (5 x 1013 vg/kg) permetia
prevenir de 'acumulacié de metabolits neurotoxics en la regi6 estriatal. A més, el
fet d’estudiar en paral-lel la dosi alta (5 x 1013 vg/kg) i la dosi baixa (7,5 x 1012
vg/kg), en el mateix periode d’administracié P1, i que amb les dues condicions es
detectés transducci6 de I’AAV9_miR_AASS a la regidé estriatal, suggeria que la
biodistribuci6 del vector terapéutic al SNC venia donada pel temps d’administracié
i no per la dosi. De fet, en I'administracié a P30 a la dosi de 7,5 x 1012vg/kg no es va
observar transduccio en la regi6 estriatal. En conjunt, aquests resultats recolzen la
importancia d'un temps d’administracié primerenc per a la Optima transduccio6 de

I’AAV9 al SNC.

Un factor a destacar de la comparativa entre les administracions a diferents edats
del desenvolupament post-natal va ser la dosi administrada. Els rangs
d’administracié en assajos clinics amb diferents serotips d’AAV es troba entre
2x1011i 2x1014 vg/kg per pacient en administracions sistemiques, i de 1x10%a 1 x
1013vg/pacient en administracions locals. S’ha descrit l'evidéncia d’una
dependencia entre la dosi administrada i la manifestaci6 d’efectes adversos no
desitjats, aixi doncs, cal optimitzar la dosi tenint en compte la toxicitat i I'eficacia
terapeutica (Au et al,, 2022). Pel que fa a aquest estudi, es va treballar amb dosis que
es trobaven dins del rang de seguretat descrit préviament a la bibliografia. Les dosis
seleccionades: 5 x 1013 vg/kg a P1, 1,5 x 1013 vg/kg a P151 7,5 x 1012 vg/kg a P1 i

P30, van seguir una tendencia inversament proporcional a I'edat en el periode
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d’administracio, havent administrat la dosi més alta a P1 i la més baixa a P30. Aix0
es va fer aixi, ja que s’ha descrit que quan I’AAV s’administra a pacients molt joves,
en etapa neonatal, tant sigui en ratolins o primats no humans, es pateix un descens
de la quantitat del transgen terapeutic del rAAV episomal durant el creixement de
I'organ que s’ha transduit, fenomen conegut com a efecte de dilucié (Kavita et al,,
2023). Aixi doncs, I'administracié de dosis més altes a P1 permetia prevenir aquest
efecte de dilucid en diferents teixits al llarg del temps. Tanmateix, I'analisi de I'efecte
de ’AAV9_miR_AASS als sis mesos post-administracié va mostrar que si bé en estriat
es mantenia el silenciament de I’'AASS, en fetge no s’observava aquesta tendéncia,
evidenciant I'efecte de diluci6 del vector i la influencia que hi té el creixement dels
teixits i la divisi6 cel-lular. El fet que en el nucli estriat es mantingui l'efecte a llarg
termini, indicaria que en aquest cas, la diluci6 del vector no tindria un impacte tan
gran. De fet, el creixement del cervell i el fetge és forca diferent en ratoli, aixi s’ha
descrit que el pes cerebral de ratolins C57BL/6] entre els dies 17 postnatal (P17) i
P60 no mostra diferencies significatives, mentre que el fetge de ratoli es quadruplica
entre els periodes de P21 a P60 (Gong et al.,, 2020; Zong et al., 2015). Els nostres
resultats concordarien amb altres estudis de terapia génica, que han descrit que en
fetge es dona un disminuci6 lenta i constant dels nivells de productes transgenics,
mentre que les terapies geniques orientades a neurones, cardiomiocits i cel-lules del
muscul esqueletic confereixen una major durabilitat a llarg termini (Kavita et al.,
2023; Sun & Liao, 2022). Tot i que es podria pensar en la implicacié de mecanismes
de silencament epigenetic del promotor CAG teixit-depenent, hi ha molts estudis que
evidencien el manteniment de l'expressio a llarg termini en fetge de transgens

regulats per aquest promotor (Kosuga et al. 2000).
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5.3. Eficaciaterapeutica de CAAV9_miR_AASS en el
model muri d’AG1 quan s’administra per via
intravenosa en U’etapa neonatal

Els ratolins Gedh”/- presenten un fenotip lleu fet que impedeix I'avaluacié optima de
qualsevol aproximacié terapeutica. Aixi doncs, els ratolins d’estudi es van exposar a
dieta alta en lisina (HLD - 4,7%) just després del deslletament. S"ha descrit que
I'alimentaci6é dels ratolins Gcdh7/- amb HLD provoca alteracions bioquimiques i
neuropatologiques que s'assimilen a les crisis encefalopatiques que es produeixen

en individus amb AG1 (Sauer et al. 2011; Zinnanti et al. 2006).

En primer lloc, I'analisi de I'efecte de I'exposicié a HLD sobre I'expressio de proteina
de I'AASS, va revelar que tant ratolins WT com en Gcdh /-, mostraven un augment
significatiu dels nivells d’AASS quan I'animal es va exposar a HLD respecte a una
dieta estandard (condicié SD). Aix0 seria consistent amb resultats ja descrits
préviament, en que es va detectar una induccié de l'activitat hepatica del LKR,
domini responsable del primer pas enzimatic de 'AASS, en ratolins alimentats amb
dieta rica en proteina. Aquest efecte, que també s’ha descrit en rates, plantes, ocells,
peixos i cultius cel-lulars, s’explica per una regulacié post-traduccional de ’AASS en

condicions d’alta quantitat de lisina (Foster et al. 1993; Kiess et al. 2008).

L’estudi del grup experimental en el que es va combinar I'administraci6 de
I’AAV9_miR_AASS i I'exposicié a HLD, va concloure que tot i la contrarietat d’efectes
que generen les dues intervencions, s’obtenia una disminuci6 significativa de I’AASS
en el nucli estriat fins als sis mesos post-tractament. En la mateixa linia es va
demostrar I'efecte del vector terapeutic en els nivells de metabolits dicarboxilics, on
es va observar que '’AAV9_miR_AASS prevenia de 'acumulacié dels compostos
neurotoxics fins als cinc mesos d’exposici6 a HLD. Es a dir, lefecte de
I’AAV9_miR_AASS en estriat seria suficientment potent com per contrarestar la

induccié d’AASS induida per 'HLD.

Per contra, en fetge, no es va observar silenciament de I'expressié de proteina de
I’AASS sota I'exposicié a HLD a curt o llarg termini, i inicament es va mostrar un
efecte parcial sobre el nivells de metabolits als sis mesos post-tractament.

Tanmateix, en serum, si que es va detectar un efecte de prevencié de 'acumulacié
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de GA i 3-OHGA en els dos temps d’estudi. Segurament, aquesta discrepancia entre
el fetge i la resta de teixits d’estudi en I'efecte de '’AAV9_miR_AASS en condicions de
HLD, era degut a que en condicions basals I'efecte de HLD sobre la induccié de
'activitat de ’AASS en fetge era molt superior que en estriat. Cal destacar que, el
fetge és un dels teixits amb major abundancia de mRNA i proteina d’AASS i GCDH, i
un dels principals teixits on es dona la degradaci6 de la lisina (Benevenga &
Blemings, 2007; Gatrell et al., 2013; Matthews, 2020). Aixi doncs, aquest teixit
mostraria major susceptibilitat a la inducci6 de la via del catabolisme per part de la
HLD, i a conseqiiencia d’aixo, els alts nivells d’expressio i d’activitat d’AASS podrien
emmascarar l'efecte del vector terapeutic a nivell de proteina i quantitat de

metabolits generats.

En individus afectes d’AG1 aixi com en els models animals Gcdh /- exposats a HLD,
I'augment de nivells dels metabolits dicarboxilics al SNC sén els responsables de
desencadenar alteracions al nucli estriatal. Tot i que els mecanismes pels quals GA i
3-OHGA provoquen danys al SNC no es coneixen del tot, alguns estudis han descrit
els metabolits com a moduladors de la neurotransmissié glutamatergica i
GABAergica donant lloc a mecanismes d’excitotoxicitat cel-lular, deteriorament del
metabolisme energeétic i estrés oxidatiu (Busanello et al., 2013; Rodrigues et al,,
2015; Wajner et al,, 2019). Aquests mecanismes porten a la degeneracid estriatal
que en pacients d’AG1 es manifesta en lesions cerebrals associades a 'astrogliosis
reactiva, perdua neuronal, mielinitzacid retardada i canvis de la substancia blanca
(Funk et al,, 2005; Goodman et al., 1977; Mohammad et al,, 2015; Nunes et al., 2013;
Pérez-Duefias etal., 2009; Pierson etal., 2015; Soffer et al., 1992). Pel que fa a estudis
en teixits i cel-lules derivades de models de ratoli i rata, s’ha descrit la pérdua
neuronal i formacié de vacuoles al nucli estriatal, alteracions en substancia blanca,
la interrupcié de la mielinitzacié i un augment de la gliosi (Gonzalez Melo et al.,

2021b; Olivera-Bravo et al,, 2015; Wajner et al., 2019).

Les analisis histologiques de la regié estriatal van mostrar la presencia considerable
de vacuoles en ratolins Gedh /- en HLD, revelant una progressié de les lesions als sis
mesos d’edat a causa de I'exposicié cronica a HLD. Aquests resultats eren similars
als reportats en estudis previs, on s’ha relacionat I'aparicié de vacuoles en models

de rosegadors d’AG1 amb un estat de desequilibri del metabolisme energetici estres
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oxidatiu induit per 'exposicié6 a HLD (Amaral et al,, 2019; Gonzalez Melo et al,,
2021b; Seminotti et al., 2016; Zinnanti et al., 2006). Seminotti i col-laboradors han
realitzat nombrosos estudis destacant que en models murins d’AG1 la sobrecarrega
de lisina imita la condicié insidiosa i progressiva de '’AG1 humana, i provoca un
estres oxidatiu notable associat alteracions histopatologiques a l'estriat i l'escorca
cerebral, pero no en teixits periferics. Més enlla, estudis en parametres bioquimics
han mostrat un augment de peroxidacidé lipidica i de la produccié d'espécies
reactives d'oxigen (ROS), que van servir a mode de biomarcador per avaluar
I'eficacia d’'una possible estrategia terapeutica neuroprotector (Seminotti et al.,
2013, 2022, 2012). Seguint la mateixa linia, les nostres dades van corroborar
aquests fets ja reportats, observant un augment del dany oxidatiu en lipids i en DNA
en estriat de ratolins Gcdh”/- exposats a HLD a curt i llarg termini. A més, es va
detectar la presencia de vacuoles concentrades principalment en regions de
substancia blanca, indicant alteracions en aquesta area que també s’han observat en
pacients com a conseqiiencia de les crisis encefalopatiques (CEA) (Olivera-Bravo et
al, 2019; Wajner et al,, 2019). L’accié de 'AAV9_miR_AASS va permetre evitar la
induccié de la peroxidacio lipidica derivada de la sobrecarrega de lisina, que podria
explicar la millora notable de l'alteracié morfologica després d'un i sis mesos de
terapia, tot i I'alimentacié amb HLD perllongada. Aixo indicaria un efecte protector

del vector terapéutic en I'aparicié de la vacuolacid, tot i I'exposicié a HLD constant.

En cervells post-mortem d’individus afectes d’AG1 s’ha detectat un augment en la
gliosi (Funk et al., 2005; Goodman et al., 1977). A més de les seves multiples
funcions, els astrocits responen al dany cerebral amb I'astrogliosi com a mecanisme
de defensa de les neurones circumdants, aquest provoca un canvi en la morfologia
dels astrocits, la formacié de cicatrius i, en casos extrems, la inhibici6 de la
regeneracié d'axons neuronals (De Keyser et al, 2008). Els resultats
d'immunoreactivitat glial van mostrar un augment del marcatge d’astrocits reactius
en ratolins Gcdh /- a HLD que progressava amb l’edat del ratoli, indicant una
tendéncia en augment del dany estriatal. El marcatge de GFAP, com a marcador glial,
es trobava formant agregacions situades majoritariament al voltant de les vacuoles,
indicant una resposta dels astrocits enfront a la lesié causada per I'aparicié de les
vacuoles. Els resultats corroboraven allo descrit en altres estudis realitzats en altres

models rosegadors (Amaral et al., 2019; Gonzalez Melo, et al., 2021b; Mateu-Bosch
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et al., 2024b; Zinnanti et al., 2006) i en linies cel-lulars provinents d’aquests, en els
quals es suggeria el paper dels astrocits en la neuropatologia de '’AG1 i es destacava
la vulnerabilitat dels astrocits al efecte de la lisina enfront a altres tipus cel-lulars
(Cudré-Cung et al.,, 2019; Olivera-Bravo & Barbeito, 2015; Olivera-Bravo et al.,, 2011,
2015; Rodrigues et al., 2017). També en aquest cas, 'administracié del vector
terapeutic en condicions de HLD va mostrar una recuperacié de l'estat de

l'astrogliosi de la regid estriatal, indicatiu de menor dany cerebral.

Individus afectes d’AG1 han mostrat signes d’hipomielinitzacié o retardament en la
mielinitzacid, especialment s’ha reportat en aquells pacients amb debut tarda o
insidids, posicionant aquesta afectacié com a independent de les CEA (Boy et al,,
2017; Harting et al,, 2009). El marcatge de MBP, per la mielina, va revelar una
disminucié en els nivells de mielinitzacié en els ratolins Gcdh /- exposats a HLD fins
als sis mesos d’edat. Més enlla de la reducci6 de les arees de mielinitzacio, es va
observar la coincidéncia de preséncia de vacuoles en els feixos axonals en 'estriat.
Aquest fet ja s’havia descrit anteriorment per Olivera-Bravo i col-laboradors, que
també havien destacat una disminucié significativa de les arees estriatals
mielinitzades i una vacuolacio6 progressiva de la substancia blanca en ratolins adults
Gcdh”/- (Olivera-Bravo et al., 2019). Pel que fa al grup homoleg tractat amb el vector
AAV9_miR_AASS, es va mostrar una recuperaci6 del marcatge de MBP, assimilant-
se al fenotip del grup Gedh/- a SD. Els defectes en la mielinitzaci6 en les malalties
metaboliques hereditaries s’han relacionat amb alteracions en la sinapsi neuronal i
problemes motors, ambdds factors presents en la neuropatologia de I'AG1
(Saudubray & Garcia-Cazorla, 2018). Aixi doncs, es podria hipotetitzar que el rescat
de la hipomielinitzacié per part del vector terapeutic podria revertir defectes
sinaptics i actuar com a neuroprotector enfront el fenotip agressiu estriatal que

indueix la HLD.

En pacients d’AG1 s’ha destacat la perdua de neurones estriatals dins del marc de
neurodegeneracio cortical progressiva i d’alteracio de la substancia blanca causades
per les CEA (Funk et al., 2005; Garbade et al., 2014; Goodman & Frerman, 2001).
Tanmateix, les analisis de immunodeteccié de NeuN, per neurones, realitzades en
aquest treball no van mostrar diferéncies en 'abundancia neuronal entre els grups

i condicions experimentals. Entre els diferents estudis existents a la bibliografia amb
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models murins hi ha discrepancies sobre el paper i I'afectacié neuronal en els
models d’AG1. Mentre que des d’'un inici diferents autors han demostrat la perdua
neuronal en ratolins Gedh/- exposats a HLD (Sauer etal., 2015; Seminotti etal., 2013;
Zinnanti et al.,, 2007, 2006). Altres estudis han destacat I'absencia de mort neuronal
en diferents models d’AG1, fins i tot en condicions d’exposicié a HLD, indicant que la
supervivencia neuronal es dona independentment de la lesié provocada en la
materia blanca a l'estriat dels ratolins Gcdh-/- (Cudré-Cung et al., 2019; Mateu-Bosch
et al., 2024b; Olivera-Bravo et al., 2019). No obstant aix0, aquests estudis si que
revelaven una disminucié en la densitat d'axons i dendrites neuronals, que es
mostraven encara més reduides després de 'exposicié a HLD. Aquest fet estaria en
concordan¢a per una banda, amb els nostres resultats d’hipomielinitzacid, i per
altra, amb el retard en el desenvolupament neuronal suggerit per observacions de
ressonancia magneética en pacients amb AG1 (Cudré-Cung et al.,, 2019). D’aquesta
divergencia sobre 'estat neuronal ha sorgit com a principal hipotesi la possible
baixa vulnerabilitat cap als metabolits neurotoxics que tenen les neurones de ratoli,
respecte a altres tipus cel-lulars com els astrocits que serien més susceptibles a
lesions derivades de 'acumulacié de GA i 3-OHGA (Olivera-Bravo & Barbeito, 2015;
Schmiesing et al., 2017). Olivera-Bravo i col-laboradors han proposat que una
disfunci6 primaria en la maduraci6 dels astrocits degut a I'exposici6 als metabolits
neurotoxics, provocaria alteracions morfologiques perllongades conduint a una
incapacitat de donar suport a les xarxes sinaptiques, aixi com defectes en la
mielinitzacid i en la maduracié de la BHE. No seria, fins estadis molt avancats que es
donaria un efecte en la degeneraci6 neuronal provocant-ne la mort (Olivera-Bravo
& Barbeito, 2015; Olivera-Bravo etal., 2019). El fet que el present estudi comprengui
Unicament estudis fins a cinc mesos en HLD i sis mesos post-tractament amb el
vector terapeutic, ens situaria en un escenari en el que probablement encara no
hauria tingut lloc la mort neuronal, pero si la hipomielinitzaci6 que donaria lloc a

deficiéncies axonals.

El fet que els pacients d’AG1 no presentin signes greus d’alteracions en la funcié
hepatica ha fet que aquest aspecte practicament no s’hagi estudiat en models
animals. Tanmateix, el model d’induccié de fenotip sever per exposicié cronica a
HLD utilitzat en aquest estudi, ens feia pensar que podria impactar en la funci6

hepatica. De fet, les analisi de la caracteritzacié hepatica van mostrar alteracions en
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el grup Gedh/-exposat a HLD en I'activitat de la fosfatasa alcalina (ALP), i el nivell de
colesterol i triglicerids circulants, mentre que el nivell total de proteina es va
mantenir com el grup WT. Aquest fet podria indicar que en condicions de HLD es
dona certa alteraci6 en la funci6 hepatica relacionada amb I'obstruccié o inflamacié
del conducte biliar que desencadenaria una alteracio especifica de les vies del
metabolisme lipidic dels hepatocits (Arvind et al., 2019; Dhillon & Steadman, 2012).
Aquestes observacions es mostraven concordants amb 'estudi histologic, en el que
als sis mesos d’edat de ratolins Gcdh/- van mostrar alteracions en la morfologia dels
hepatocits amb vacuolaci6 i microgranulomes infiltrats. A més, en I'exposicié a HLD
al llarg de cinc mesos es va observar major dany hepatic. Tot i que és necessari
aprofundir en aquests estudis, el que vam observar és que el tractament amb
I’AAV9_miR_AASS va mostrar una recuperacié parcial de les alteracions hepatiques,
sobretot en les condicions menys agressives, indicant certa acci6 terapeutica. Hem
de tenir present que, amb l'estratégia utilitzada d’administraci6 a P1 haviem
observat en fetge un efecte de dilucié del vector terapéutic per creixement de I'0rgan

que podria mitigar en alguns casos 'efectivitat de la terapia.

La sobrecarrega de lisina en el model Gedh/- mostrava clarament un impacte en
'evoluci6 del pes corporal i la supervivencia dels ratolins probablement com a
resultat d’'una activitat espontania i hipotermia reduida, que progressava cap a una
reduccid de la ingesta d'aliments fins a la perdua de pes tal i com s’havia proposat
(Gonzalez Melo et al., 2021b; Sauer et al., 2015). El descens en el pes es produia
durant els primers dies d’exposicié a HLD, i es mantenia significativament reduit en
comparacié als animals WT, al llarg dels cinc mesos d’alimentaci6 amb HLD. El
tractament amb el vector terapeutic permetia que els animals guanyessin pes de
forma analoga als ratolins WT fins als 75 dies d’exposicié a HLD, tres mesos i mig
post-tractament. Després d’aquest periode el pes es va mantenir en valors inferiors

als WT, probablement degut a la severitat de I'alimentacié perllongada amb HLD.

Alguns dels ratolins Gcdh”/- que patien major pérdua de pes els primers dies
d’exposicié a HLD veien compromesa la seva supervivencia, tal i com altres autors
ja havien observat (Sauer et al., 2015; Zinnanti & Lazovic, 2010; Zinnanti et al,,
2006). De fet, aquest impacte en la supervivencia ha estat una mesura d’eficacia

terapeutica en diferents estudis que avaluen opcions terapeutiques per a 'AG1
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(Barzi et al.,, 2023; Guo et al.,, 2022b; Mateu-Bosch et al., 2024b). En aquest treball
també s’ha analitzat, i s’ha pogut observar que la cohort tractada amb el vector
terapeutic revertia aquesta situacio de compromis de la viabilitat fins als sis mesos
post-tractament. En comparacié amb les altres estrategies terapeutiques per a
I’AG1, la supervivencia obtinguda en el grup tractat amb I’AAV9_miR_AASS va ser
lleugerament menor que en estrategies de reemplacament enzimatic de la proteina
defectiva (Guo et al., 2022b; Mateu-Bosch et al,, 2024b). Tanmateix, es va mostrar
similar a la viabilitat d’'un estudi en el que també s’inhibia ’AASS en un model AG1,

mitjancant una estrategia d’edicié genética per CRISPR/Cas9 (Barzi et al. 2023).

En conjunt, els resultats d’aquesta tesi suggereixen que la inhibicio de I'activitat de
I’AASS podria postular-se com a terapia per a ’AG1. Per una banda, aporten un gruix
d’evidencies cientifiques que demostren que la via de la sacaropina és la principal
font de produccié d'AG i 3-OHGA, i que la seva inhibici6 és beneficiosa per al model
de ratoli AG1 mitjancant terapia génica (Figura 5.3). A més a més, obre les portes a
explorar altres aproximacions terapeutiques per tal de reduir 'activitat de I'’AASS,
com per exemple mitjancant petites molecules inhibitories, o el plantejament d’'una

inhibici6 dirigida a teixit.
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Figura 5.3. Representacidé esquematica dels mecanismes fisiopatologics dels ratolins Gecdh/
exposats a dieta alta en lisina (HLD) i dels beneficis que aporta I'administracié intravenosa
neonatal de ’AAV9_miR_AASS. Model d’aciduria glutarica tipus I (AG1) exposat a HLD: principals
alteracions neuropatoldgiques descrites al llarg de l'estudi. AG1 tractat amb I’AAV9_miR_AASS:
principals beneficis del vector terapéutic.
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5.4. Perspectives de translacio de la terapia a la
clinica

L’administraci6 de I’AAV9_miR_AASS en periode neonatal per via sistemica
intravascular ha demostrat ser eficient en la transduccio als teixits diana de I'AG1,
per prevenir 'acumulacié de metabolits, protegir de la neuropatologia i restablir la
supervivencia. Tenint en compte que 'AG1 es caracteritza per un debut primerenc,
la present proposta terapeutica permetria I'administracié no invasiva en un periode
previ a aquestes etapes de major risc a patir CEA, sent un escenari ideal aplicar
aquest tractament després de la deteccié mitjancant els Programes de Cribratge
Neonatal. A més, en els pacients que presenten un debut clinic, s’ha reportat que una
intervencié terapeutica, sigui la dietetica actual o una d’alternativa, des d’edats
primerenques suposa una millora significativa en I'evolucié dels pacients (Boy et
al., 2018). Es destacable que, agéncies regulatories com la FDA han aprovat
I'administraci6 de terapies géniques en edat pediatriques, concretament Zolgensma
per a infants menors de dos anys amb atrofia muscular espinal (Ogbonmide et al.

2023).

Un altre factor clau per a la translacio clinica, és que al llarg de les diferents analisis
realitzades amb el vector control tant a nivell neurologic com hepatic, es va
demostrar que els animals tractats amb ’AAV9_miR_Sc s’assimilaven a la seva
condiciéo homologa salina. Aquest fet, en termes de seguretat del vector, indicaria
que la seqliencia nucleotidica, la dosi de ’AAV, i la via i periode d’administracié no
estarien provocant cap tipus de neuro o hepatotoxicitat. Aixi doncs, |'estrategia
terapeutica proposada en aquest treball, esdevindria una aproximacié amb

evidencies de seguretat per a la translacio a futurs estudis pre-clinics i clinics.

A més, pel que fa I'efecte del AAV9_miR_AASS, es va confirmar que la terapia
proposada de regulacié de I'AASS a nivell post-transcripcional no mostrava cap
agreujament neurofisologic ni hepatic en comparacié amb el grup Gcdh”/- sali. En
definitiva, i tal com s’havia descrit la hiperlisinemia es postularia com a una entitat
benigna, i com a possible diana terapéutica per a estudis de terapies de reducci6 de
substrat per a MMH amb defectes a la via de degradaci6 de la lisina (Leandro &
Houten, 2020). Seguint aquesta linia, aquesta estrategia es podria considerar també

com a aproximaci6 terapeéutica per a I'epilepsia dependent de piridoxina (EDP),
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proposta que ja s’ha publicat previament per Leandro i col-laboradors (Leandro et
al., 2020; Leandro & Houten, 2020). L’EDP és una malaltia del metabolisme de la
lisina que es caracteritza bioquimicament pel defecte del tercer enzim de la via
catabolica (AASA), i 'acumulaci6 de metabolits que se’n deriva és el responsable de
'aparicié de trastorns neurologics. Aixi doncs, evitant el catabolisme de la lisina
mitjancant la inhibici6 de la via metabolica en el primer pas enzimatic, es reduiria
I'acumulacié de metabolits neurotoxics. En aquest context s’esta treballant en el
marc del consorci europeu CHARLIE i s’espera poder estudiar aquesta terapia en

models murins d’EDP.

En relacio a les altres aproximacions de terapia genica estudiades per a 'AG1, les
meés prometedores son aquelles basades en el reemplacament genetic del Gcdh
(Barzi et al., 2023; Guo et al., 2022b; Mateu-Bosch et al., 2024b) i la reduccié de
substrat mitjang¢ant la inhibicié de ’AASS (Barzi et al., 2023; Leandro et al., 2020)
.Tanmateix, cal destacar que aquest és el primer treball que presenta una proposta
viable terapeutica de silenciament de ’AASS, ja que en les anteriors publicacions la
inhibici6 de I'expressié del AASS s’ha fet de forma germinal mitjancant enginyeria
genetica, fet que ho fa impossible de traslladar a la clinica. Respecte al
reemplacament genetic, totes les aproximacions es basen en un AAV administrat per
via sistemica o intracerebroventricular, mentre els treballs de Guo i Mateu-Bosch
proposen una terapia genica dirigida al SNC, Barzi exposa una terapia geénica
dirigida al fetge. Tot i les divergencies entre elles, els parametres estudiats en els
estudis pre-clinics dels diferents abordatges suggeririen un efecte similar entre ells
i també en relacié a l'eficacia terapeéutica de la nostra proposta de reduccié de
substrat. Aixi doncs, el potencial benefici d’apostar per la terapia de reducci6 de
substrat, seria la possibilitat de donar lloc al desenvolupament d’un Unic producte
terapeutic en un periode previ al debut clinic, per a dues malalties de la mateixa via
catabolica. Tenint en compte el repte cientific, economic i regulatori que comporta
el desenvolupament d'un producte terapeutic basat en terapia genica (Arabi et al,,
2022), la nostra proposta suposaria una oportunitat per a I'’AG1 i 'EDP, les quals

actualment no disposen de terapia.
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6.Conclusions

El miR_AASS dissenyat, basat en el mecanisme d’interferéncia d’'RNA, té

capacitat d’induir el silenciament de I’AASS en cel-lules murines i humanes.

L'administracié del vector AAV9_miR_AASS en edat jove-adulta del model de
ratoli d’AG1, mostra transduccié, inhibicié de I'AASS i reduccié de metabolits
al fetge quan s’administra per via intravenosa i cisterna magna. Tanmateix, la
transducci6 al nucli estriat, el qual és el teixit diana, només s’observa de

forma lleu després d’'una administracio via cisterna magna.

L'administraci6 per via intravenosa del vector amb serotip modificat
AAV9 p31_miR_AASS en edat jove-adulta del model de ratoli, mostra una
transduccio eficient en fetge i estriat. Aquesta, dona lloc a una inhibicié de
I'expressio de I'’AASS i ala prevencié de 'acumulacié de metabolits, suggerint

el potencial d’aquest vector.

L'administracié del vector AAV9_miR_AASS per via intravenosa en edat
neonatal mostra una optima transducci6 a fetge i estriat, que resulta en una
reduccio significativa de 'expressiéo de la proteina AASS, a un mes post-
tractament. En el nucli estriat aquest efecte es manté fins als sis mesos
després de la terapia, mentre que en fetge es recupera I'expressié de 'AASS,
probablement com a resultat de 'efecte de diluci6 del vector. No obstant aixo,
el vector terapeutic evita 'acumulaci6 cronica dels metabolits dicarboxilics

en els teixits periferics i la regié estriatal.

La caracteritzacié del model de ratoli d’AG1 amb exposici6 a dieta alta en
lisina ha permes estudiar I'efecte terapeutic de les alteracions
neurofisiopatologiques caracteristiques de la malaltia, aixi com les
alteracions hepatiques poc estudiades fins al moment. Aixd demostra la
idoneitat d’aquest model per a l'estudi de noves aproximacions

terapeutiques per I'AG1.

En context de dieta alta en lisina, 'administracié intravenosa neonatal de
I’AAV9_miR_AASS té la capacitat de prevenir la inducci6 del fenotip bioquimic
sever al SNC, fins als sis mesos post-tractament. Evidenciant aixi, un efecte

neuroprotector, sobre la formaci6 de vacuoles, I'aparicié d’astrogliosi, la
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perdua de mielina i el dany oxidatiu a DNA i lipids fins a 6 mesos post-

tractament.

7. Els ratolins model d’AG1 exposats de manera perllongada a HLD mostren
evidencies d’alteraci6 hepatica, que millora parcialment amb I'administraci6

intravenosa neonatal de '’AAV9_miR_AASS.

8. Laplicaci6 de la terapia AAV9_miR_AASS per via intravenosa en l'etapa
neonatal rescata la perdua de pes i la supervivencia compromesa dels

ratolins Gedh”/- exposats a dieta alta en lisina.

Aquests resultats demostren que la inhibicié del catabolisme de la lisina en el model
ratoli d’AG1 mitjangant el vector terapeéutic AAV9_miR_AASS, permet prevenir
I'acumulacié de metabolits i les alteracions neuropatologiques associades, fins a

restablir la supervivencia dels ratolins.
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8.1. Taules

Taula 8.1. Recopilacio dels encebadors utilitzats

8. Annex

Experiment

Nom encebador

Seqiiéncia (5 — 3’)

PCR
Validaci6 generacid
p_AAV_miR_AASS

PCR
Validacié generacio
psiCHECK2_AASS

qPCR
Expressiéo AASS Huma

gqPCR
Expressid Aass Ratoli

Fwd_miR_AASS CAACGTGCTGGTTATTGTGCT

Rev_miR_AASS ACGAAGTAATTCTTTGCACCATTCT
Fwd_ Check2 ACATCAAGAGCTTCGTGGAG
Rev_Check2 CAGACAAACCCTAACCACCG
Fwd_AASS_H GGCTTCTTGGTGGCAAAACAGG
Rev_AASS_H GCTGGTGTGATGTAGCTTGCAG
Fwd_HPRT_H GATATAAGCCAGACTTTGTTGGATTTG
Rev_HPRT_H CTTGAACTCTCATCTTAGGCTTTG
Fwd_Aass_R AAAGCTGCAATCCCTGGTGG
Rev_Aass_R GCTTTCGATGCAGGCTTTGG
Fwd_Hprt R CTCATGGACTGATTATGGACAGGA
Rev_Hprt_R GCAGGTCAGCAAAGAACTTATAGCC

gPCR sonda TagMan
Expressié miRNA madur

Fwd miR_AASS madur
Rev miR_AASS madur

AAGACCAGGGTCTAATCCCAAC
AAGACCAGGGUCUAAUCCCAAC
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Taula 8.2. Seqiiéncies miR_AASS per a la generacié dels pmiR_AASS

Nom Seqiiéncia (5’ - 3’)
seqiiéncia
miR_1 GAAGTAATAGATCTATGAAAAGGTGCAGGCCATATTGTGCTGCCTCAAAAA

TACAAGGATCTGATCTTCTGAAGAAAATATATTTCTTTTTATTCATAGCTC
TTATGATAGCAATGTCAGCAGTGCCTTTTCCAGGTGAGAGGGTTGGCCTTA
AGATTCTAAAATTATGGCCAACCCTCTCGCCTGGAAAAAGTAAGGTTGACC
ATACTCTACAGTTGTGTTTTAATGTATATTAATGTTACTAATGTGTTTTCA
GTTTTATTGATAGTCTTTTCAGTATTATTGAGCTTGATATCGTCG

miR_2 GAAGTAATAGATCTATGAAAAGGTGCAGGCCATATTGTGCTGCCTCAAAAA
TACAAGGATCTGATCTTCTGAAGAAAATATATTTCTTTTTATTCATAGCTC
TTATGATAGCAATGTCAGCAGTGCCTAGGGCCCCATTAGGCCTTTGGCTTA
AGATTCTAAAATTATGCCAAAGGCCTAAGGGGGCCCTAAGTAAGGTTGACC
ATACTCTACAGTTGTGTTTTAATGTATATTAATGTTACTAATGTGTTTTCA
GTTTTATTGATAGTCTTTTCAGTATTATTGAGCTTGATATCGTCG

miR_3 GAAGTAATAGATCTATGAAAAGGTGCAGGCCATATTGTGCTGCCTCAAAAA

TACAAGGATCTGATCTTCTGAAGAAAATATATTTCTTTTTATTCATAGCTC
TTATGATAGCAATGTCAGCAGTGCCTAACAAGCTGATCACAAGATCCTTTA
AGATTCTAAAATTATAGGATCTTGTGATTAGCTTGTTAAGTAAGGTTGACC
ATACTCTACAGTTGTGTTTTAATGTATATTAATGTTACTAATGTGTTTTCA

GTTTTATTGATAGTCTTTTCAGTATTATTGAGCTTGATATCGTCG

miR_4 GAAGTAATAGATCTATGAAAAGGTGCAGGCCATATTGTGCTGCCTCAAAAA
TACAAGGATCTGATCTTCTGAAGAAAATATATTTCTTTTTATTCATAGCTC
TTATGATAGCAATGTCAGCAGTGCCTAAGACCAGGGTCTAATCCCAACTTA
AGATTCTAAAATTATGTGGGGATTAGACTCTGGTCTTAAGTAAGGTTGACC
ATACTCTACAGTTGTGTTTTAATGTATATTAATGTTACTAATGTGTTTTCA
GTTTTATTGATAGTCTTTTCAGTATTATTGAGCTTGATATCGTCG

miR_4-Sc GAAGTAATAGATCTATGAAAAGGTGCAGGCCATATTGTGCTGCCTCAAAAA
TACAAGGATCTGATCTTCTGAAGAAAATATATTTCTTTTTATTCATAGCTC
TTATGATAGCAATGTCAGCAGTGCCTGAAGAACCACGTCCTAGAACCTTTA
AGATTCTAAAATTATAGGTTCTAGGACGGGGTTCTTCAAGTAAGGTTGACC
ATACTCTACAGTTGTGTTTTAATGTATATTAATGTTACTAATGTGTTTTCA
GTTTTATTGATAGTCTTTTCAGTATTATTGAGCTTGATATCGTCG

En cursiva es mostren les regions d’homologia amb el plasmidi linealitzat p_AAV_CA (Adgene - ref.
69616). En gris es mostren els 100pb del pri-miR-16 huma endogen que flanquegen la seqiiencia
pri_miR_AASS. En vermell es mostra la cadena guia. En blau es mostra la seqiiencia que forma el
loop, que pertany al pri-miR-16 huma. En taronja es mostra la cadena passatgera.
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Taula 8.3. Seqiiencies AASS_Huma i Aass_Ratoli per a la generacio dels psiCHECK2_AASS.

Nom Seqiiencia (5' = 3")

seqiiéncia

AASS_Huma | TAGGCGATCGCTCGACTACATAAGTCGTTTTAATACTGATATTGCACCCTAT
ACAACTTGCTTAATTAATGGAATGGCTTCTTGGTGGCAAAACAGGATCTTG
TCATCAGCTTGTTGCCTTATGTATTGCACCCTGGTGAATTGGGATTGGACCC
TGGTCTGGATCACATGTTAGCAATGGAAACAATAGATAAAAGCGCTTCCTGC
CTTTAGACCTGAGGCCAACCCTCTCACCTGGAAACAACTCCTCTGTGAGCAGC
CAAAATGTTGCTTGATGGTGAAATTGGAGCCAAAGGCCTAATGGGGCCCTTT
TCAAAGGAGATCTATGGACCAATATTGGAGCGAATTAAAGCAGAAGGCATTA
TATATACTACAGGCCGCTGGCCGCAA

Aass_Ratoli | TAGGCGATCGCTCGACTACACAAGTCGTTTTAATACAGATATTGCGCCCTAT
ACAACTTGTTTAATTAATGGAATCTACTGGGAGCAAAACAATCCCTGGTGGA
ATCCCAGGATCTTGTGATCAGCTTGTTGCCTTATGTGCTTCATCCTGATGCTG
GCATTACAGTCATTGGTGAGTTGGGATTAGACCCTGGTCTTGATCACATGTT
TCCGACCTGAGGCCAACCCTCTCACCTGGAAACAACTCCTATGTGACCTAGTT
GGAATTTCCCGCTGTTGCTTGATGGTGAAATTGAAGCCAAAGGCCTAATGGG
GCCCTTTACAAAGGAGATCTATGGGCCAATATTGGAGCGGATTAAAGCAGAAG
GCATTGTAGGCCGCTGGCCGCAA

*En cursiva es mostren les regions d’homologia amb el plasmidi linealitzat psiCHECK2_AASS
(Promega - ref. C8021).
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8.2. Articles

Articles cientifics relacionats amb la tesi doctoral amb contribucié de la doctoranda:

1. Modeling Glutaric Aciduria Type 1 in human neuroblastoma cells
recapitulates neuronal damage that can be rescued by gene replacement.

mouse model.

Autors: Mateu-Bosch A*, Segur-Bailach E*, Garcia-Villoria ], Gea-Sorli S, Ruiz I,
Del Rey |, Camps ], Guitart-Mampel M, Garrabou G, Tort F, Ribes A, Fillat C. *Igual

contribucio.

Revista: Gene Therapy. 2024 Jan; 31(1-2):12-18. DOI: 10.1038/s41434-023-
00428-8.

2. Systemic delivery of AAV-GCDH ameliorates HLD-induced phenotype in a

glutaric aciduria type I mouse model.

Autors: Mateu-Bosch A* Segur-Bailach E* Muifioz-Moreno E, Barallobre

M], Arbonés ML, Gea-Sorli S, Tort E Ribes A, Garcia-Villoria ], Fillat C. *Igual

contribucid.

Revista: Molecular Therapy Methods & Clinical Development. 2024 Jun;
32(3):101276.DOI: 10.1016/j.omtm.2024.101276.
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Glutaric Aciduria type | (GA1) is a rare neurometabolic disorder caused by mutations in the GDCH gene encoding for glutaryl-CoA
dehydrogenase (GCDH) in the catabolic pathway of lysine, hydroxylysine and tryptophan. GCDH deficiency leads to increased

concentrations of glutaric acid (GA) and 3-hydroxyglutaric acid (3-OHGA) in body fluids and tissues. These metabolites are the main
triggers of brain damage. Mechanistic studies supporting neurotoxicity in mouse models have been conducted. However, the

different vulnerability to some stressors between mouse and human brain cells reveals the need to have a reliable human neuronal
model to study GA1 pathogenesis. In the present work we generated a GCDH knockout (KO) in the human neuroblastoma cell line
SH-SY5Y by CRISPR/Cas9 technology. SH-SY5Y-GCDH KO cells accumulate GA, 3-OHGA, and glutarylcarnitine when exposed to

lysine overload. GA or lysine treatment triggered neuronal damage in GCDH deficient cells. SH-SY5Y-GCDH KO cells also displayed
features of GA1 pathogenesis such as increased oxidative stress vulnerability. Restoration of the GCDH activity by gene replacement
rescued neuronal alterations. Thus, our findings provide a human neuronal cellular model of GA1 to study this disease and show the

potential of gene therapy to rescue GCDH deficiency.
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INTRODUCTION

Glutaric aciduria type | (GA1, OMIM #231670) is an autosomal
recessive disorder of lysine (Lys), hydroxylysine and tryptophan
catabolism, due to the deficiency of glutaryl-CoA dehydrogenase
(GCDH, EC 1.3.99.7). GCDH is a homotetrameric mitochondrial
flavin adenine dinucleotide (FAD)-dependent enzyme, that
catalyzes the oxidative decarboxylation of glutaryl-CoA to
crotonyl-CoA and CO,. Mutations in this gene cause a deficiency
of GCDH that leads to the accumulation of glutaric (GA) and
3-hydroxyglutaric (3-OHGA) acids, as well as glutarylcarnitine
(C5DCQ) and to a depletion of carnitine in tissues and body fluids. It
was described for the first time in 1975 by Goodman and
colleagues [1]. Since then, more than 200 mutations have been
reported in the Human Gene Mutation Database (HGMD;
www.hgmd.cf.ac.uk) and have been recently reviewed in Schuur-
mans et al. 2023 [2]. Genotype-phenotype correlation has not
always been verified, but interestingly, an in silico model has
recently shown to predict high pathogenicity in the genotypes
causing low enzyme activity [3]. The estimated prevalence of the
disease is about 1:100,000 in Caucasians. Clinically, GCDH
deficiency is characterized by acute degeneration of the caudate

and putamen, severe dystonic-dyskinetic disorder, hypotonia and
irritability that generally occurs between 3 and 36 months of age
during encephalopathic crises precipitated by febrile illnesses,
surgical processes or even routine vaccinations [4-9], but a
relevant number of patients have symptoms such as macro-
cephaly and delayed motor development during the first weeks of
life. The majority (90-95%) of untreated individuals develop
irreversible striatal damage and, subsequently, a complex move-
ment disorder with predominant dystonia [5, 10].

GA1 knockout (KO) mouse model with complete loss of GCDH
(Gedh—/—) presents similar biochemical abnormalities to those
found in patients [11]. However, these KO mice did not show
relevant neurologic symptoms unless they were fed with high Lys
diet [11-13]. Elevated levels of GA and 3-OHGA in the brain have
been proposed as the main triggers of neuronal toxicity [14, 15].
Excitotoxicity, disruption of energy metabolism and redox home-
ostasis, oxidative stress, and alteration of the glutamatergic and
GABAergic systems, as well as blood-brain barrier breakdown in
the cerebral cortex and striatum of Gcdh—/— mice exposed to a
high protein or Lys diet have been proposed as pathogenic
processes [9, 12, 13, 15]. However, the cellular mechanisms
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leading to neuronal damage in GA1 remains unclear. Until now
most of the studies have been conducted in tissues and cells
derived from mouse or rat models but a human neuronal model
to interrogate GA1 condition is lacking. The SH-SY5Y cells are
human neuroblastoma cells, which are comparable to neurons
with regards to their morphological, neurochemical and electro-
physiological properties and have been extensively used to
evaluate neuronal injury or mitochondrial dysfunction in brain
pathology [14, 16].

In the present work, we generated and characterized an SH-
SY5Y human neuronal cell model of GCDH deficiency by using
CRISPR-Cas9 technology to develop GCDH KO cells. We also
explored the potential of restoring GCDH defects through gene
replacement. We observed that high Lys exposure of GCDH KO
cells resulted in the accumulation of neurotoxic metabolites and
triggered alterations in the mitochondrial redox homeostasis,
recapitulating the disease phenotype. Delivery of the GCDH cDNA
under the human 3-phosphogycerate kinase (PGK) promoter
restored GCDH activity and prevented from the cellular damage.
In addition, the generated model could be appropriate to perform
molecular studies to improve understanding of the physiopathol-
ogy of the disease as well as to test potential therapies for GA1.

MATERIALS AND METHODS
Plasmids
pLentiCRISPRv2_GCDH: CRISPR guides that target GCDH were selected
using the CRISPR guide selection software from Feng Zhang's laboratory
(https://zlab.bio/guide-design-resources). Guides (sgRNAT: CTCGCTCTGA-
GAGAGCATGG; sgRNA2: CGGGAGAACACAGAGCCAAGC; sgRNA3: CCAGT-
CAAACTCGGGACGCG) targeting exons 3 and 4 of the GCDH gene were
cloned into the pLentiCRISPR v2 plasmid (Addgene #52961, Watertown,
MA, USA) containing SpCas9 and puromycin genes, following manufac-
turer's protocol. For gene editing experiments, we used plasmids:
pLentiCRISPR v2 (Addgene #52961) and the dsDNA donor. Oligos were
annealed and subsequently cloned into the pLentiCRISPR v2 plasmid,
followed by Sanger sequencing, according to manufacturer’s protocol.
PEGFP/PGK-GCDH: The construct was generated using elements from
the pCCL.PGK.FANCA.WPRE backbone [17]. This plasmid contains the EGFP
gene that will be expressed upon integration allowing for the FACSorting
of gene-targeted cells. The FANCA gene from the pCCL.PGK.FANCA plasmid
was removed and substituted by the GCDH gene (pGCDH from PlasmID
Repository, Boston, MA, USA) to generate pEGFP/PGK-GCDH. In this
construct, the GCDH gene is under the transcriptional control of the human
PGK promoter.

Cell lines and cellular models

The human neuroblastoma cell line SH-SY5Y was obtained from American
Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA) and cultured in DMEM/
F12 medium supplemented with fetal bovine serum (FBS), penicillin
(100 pg/mL), and streptomycin (100 pg/mL) (Gibco-BRL, Carlsbad, CA, USA),
and maintained in a humidified atmosphere of 5% CO2 at 37°C.
Differentiation of neuroblastoma SH-SY5Y cells to neuronal cultures was
performed on an 18 days period in the presence of retinoic acid and brain-
derived neurotrophic factor (BDNF) following the protocol described by
Shipley and collaborators [18].

SH-SY5Y-GCDH-KO cells were generated by CRISPR/Cas9 technology.
pLentiCRISPRv2_GCDH was electroporated into SH-SY5Y cells with the
Neon® Transfection System MPK5000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
Electroporation conditions followed voltage, pulse and time parameters
suggested by the Neon website for SH-SY5Y. Cells were exposed to
2 weeks of puromycin selection (2.5ug/ml) and plated as single cells.
Individual clones were tested by western blot for loss of GCDH expression
and genetic alterations at the GCDH gene were confirmed by Sanger
sequencing.

SH-SY5Y-GCDH-GI cells were generated by nucleofection. For this, the
SH-SY5Y-GCDH-KO1 clone cells were nucleofected by Neon® Transfection
System MPK5000 (Invitrogen) with the pEGFP/PGK-GCDH cassette. One
week later, cells expressing EGFP were selected by FACSorting in a
FACSCanto Il (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) and expanded.
The expression of GCDH was tested by western blot.
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Cell counting assay

Hoechst 33342 (H3570, Invitrogen) was added to cells at a final
concentration of 1 ug/mL for 30 min at 37 °C. Fluorescence intensity was
measured in a plate reader (Tecan M200 Pro, Mannedorf, Switzerland).
Excitation and emission wavelengths were 361 nm and 486 nm.

Apoptosis detection by flow cytometry

Apoptosis was quantified by double-staining with annexin V conjugated to
fluorescein isothiocyanate and propidium iodide (88-8005-74, Invitrogen).
Ten thousand cells per sample were acquired in BD FACS CANTOTM Il and
the proportions of labeled cells were analyzed using FlowJo v10 Software
(Asland, OR, USA).

Blue native polyacrylamide gel electrophoresis (BN-PAGE)
Cell pellets were resuspended in Mannitol buffer (225 mM Mannitol,
75 mM Sucrose, 10 mM Tris-HCl and 0.1 mM EDTA) and Dounce homo-
genized (20 strokes) on ice. Cell debris and nuclei were removed by
centrifugation twice at 6509 for 20 min at 4°C. After determining the
protein concentration with a BCA assay, mitochondria-enriched pellets
were obtained from the volume equivalent to 600 pg of protein, as
described previously [19]. Samples were loaded in a 4% to 20%
polyacrylamide gradient gels and electrophoresed in non-denaturing
conditions. GCDH in gel activity was performed by incubating the gel in an
activity buffer (50 mM Phosphate buffer, 200 pM Glutaryl CoA, 1,5 uM FAD
and 2 mg/ml NBT) at 37 °C O/N.

Metabolite analysis

Cell extracts were obtained as described above. Then, protein precipitation
and C5DC extraction were performed with organic solvent containing
C5DC-d5 used as internal standard (NeoBase 1 kit, Perkin Elmer, Waltham,
MA, USA). After centrifugation, the supernatant was dried under nitrogen
and derivatized with n-butanol/HCI 3N, dried again, and finally
reconstituted in methanol/H20 (75/25). The analysis was performed in a
ACQUITY UPLC systeml-Class- XevoTQD tandem mass spectrometry
(Waters, Beverly, MA, USA) by direct infusion using electrospray positive
ionization and MRM mode (Masslynx software 4.1, Waters). The mobile
phase used was the one included in Neobase 1 kit. The quantifications
were performed in Neolynx software, (Waters).

For GA and 3-OHGA analysis, an aqueous solution containing deuterium
labeled internal standards GA-d4 and 3-OH-GA-d5 were added to cell
extracts and were subjected to an Oasis HLB 96-well Plate (30 mg sorbent)
extraction system. These metabolites were then eluted by acetonitrile/
methanol (90/10) phase. To facilitate ionization formic acid at 0.4% solution
was added. The analysis was done on an ACQUITY UPLC system H-Class-
Xevo TQS tandem mass spectrometry (Waters). The chromatographic
separation was performed on an ACQUITY Premier BEH C18 Column
(1.7 pm, 2.1 x 100 mm) at a flow rate of 310 uyL min-1 using an isocratic
binary mixture of 95% solvent A (water with 0.4% formic acid) and 5%
solvent B (methanol with 0.4% formic acid). Detection was performed in
electrospray positive and MRM mode (Masslynx software 4.1, Waters).
Quantification was performed using a calibration curve (Targetlynx
software, Waters) and normalized for protein content.

Mitochondrial superoxide levels analysis

Mitochondrial superoxide levels were measured by MitoSOXRed probe
(M36008, Invitrogen). Experiments were performed following manufac-
turer’s indications, incubating cells with 5 uM MitoSOXRed for 10 min at
37°C. Cells were trypsinised and resuspended in PBS. Fluorescence
intensity was analyzed by flow cytometry (BD FACS CANTOTM II) and
FlowJo v10 Software.

Thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS)
Malondialdehyde (MDA) levels were measured by the method of
thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS), according to Janero
DR[20]. Briefly, 250 pL of cell homogenate, 250 uL of trichloroacetic acid
(40%) and 250 pL of thiobarbituric were added in a 5ml glass tube. The
mixture was incubated at 100°C for 15min. A calibration curve was
performed using 1,1,3,3-tetramethoxypropane subjected to the same
treatment as that of the samples. The reaction develops in a pink color that
is proportional to the concentration of TBARS. The results were expressed
as pmol TBARS/mg protein.
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Statistical analysis

Results were expressed as mean+SEM of at least three independent
experiments. Statistical differences were determined using Prism (Graph-
Pad V8 software, San Diego, CA, USA). Unless otherwise stated differences
between experimental groups were analyzed by the non-parametric
Mann-Whitney U test. The level of significance was considered for P < 0.05.

RESULTS AND DISCUSSION

Generation of the human neuroblastoma SH-SY 5Y GCDH

KO model

A neuronal model of GA1 was generated by knocking out GCDH in
SH-SY5Y cells using CRISPR/Cas9. We designed 3 different gRNAs
(sgRNA1, sgRNA2 and sgRNA3) targeting GCDH exons 3 and 4.
Guides fulfilled the criteria of binding to target sites 5’ to the PAM
sequence with minimal off target cross-reactivity. Selected guides
were cloned into the pLentiCRISPRv2 plasmid that contains the
Cas9 and a pool of the three guides were transfected into SH-SY5Y
neuroblastoma cells and submitted to puromycin selection.
Individual clones were analyzed for both genomic alterations
and GCDH expression. The absence of GCDH protein confirmed
the generation of three GCDH KO cell lines (Supplementary
Fig. 1A). Clone 1 was selected for further studies and named as SH-
SY5Y GCDH-KO.

GCDH insertion in GCDH KO cells restores GCDH activity

To study whether GCDH gene transfer in the context of neuronal
GCDH deficient cells could restore the enzyme deficiency and the
associated cellular alterations, the SH-SY5Y GCDH-KO cells were
modified with a vector expressing the GCDH gene to generate SH-
SY5Y GCDH-GI cells. In this cassette, the GCDH gene was under the
transcriptional control of the human PGK (hPGK) promoter and
the EGFP promoterless was expressed from a genomic promoter
after integration.

SH-SY5Y GCDH-KO cells were transfected with the pEGFP/PGK-
GCDH vector. EGFP expressing cells were FACS sorted and
analyzed for genomic integration (Supplementary Fig. 1B). FISH
analysis identified insertion of the transgene in the chromosome
19, in the GCDH region and in a non-targeted region (Supple-
mentary Fig. 1C).

Genetic Insertion (Gl) of the pEGFP/PGK-GCDH cassette in GCDH
neuroblastoma KO cells generated the SH-SY5Y GCDH-GI cell line
and resulted in the expression of the GCDH protein (Fig. 1A). The
newly expressed protein displayed enzyme activity as shown by
the in-gel activity assay performed by BN-PAGE (Fig. 1B).

Neuronal GCDH-KO cells recapitulate GA-I cellular alterations
that are rescued in the gene-corrected cells
To validate SH-SY5Y GCDH-KO cells as a human neuronal model to
study GA1, we analyzed several parameters that have been
associated to the neuropathology of this disease. GCDH deficiency
in GA1 patients results in the accumulation of GA, 3-OHGA and
C5DC in patient groups classified as high and low excretors [21].
To evaluate whether GCDH neuroblastoma KO cells, were able to
accumulate GA1 metabolites, cells were cultured with Lys 10 mM,
a dose considered to mimic the situation of a catabolic stress, to
stimulate the Lys catabolic pathway [22, 23]. This supplementation
led to a significant increase of the three metabolites, GA, 3-OHGA
and C5DC in KO cells whereas the GCDH-GI model showed similar
levels to WT cells (Fig. 1C). Thus, despite there is only a 50%
protein rescue in the GCDH-GI model compared to WT cells, such
GCDH activity would be sufficient to prevent metabolites increase.
The accumulation of GA and 3-OHGA in brain tissue are the
main triggers of cellular damage in CNS cell types [15, 16].
However, neuronal susceptibility to cell death triggered by GA1
metabolites has been controversial with different vulnerabilities in
mouse and rat neuronal cultures. Rat striatal neurons deficient in
GCDH by lentivirus knockdown were found to undergo apoptosis
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[23, 24]. However, a very mild or even lack of induced toxicity has
been observed after GA or Lys stimulation of striatal, hippocampal
or cortical neurons of Gcdh—/— mice. Of notice, striatal neurons
were vulnerable to GA or Lys stimulated astrocytes, suggesting an
astrocyte contribution to the detrimental effects observed on
primary neurons [25]. Such different response to GA1 metabolites
induction of neuronal death might be related to particular inter-
species vulnerabilities. In fact, genetic determinants of suscept-
ibility to neuronal cell death have already been defined between
certain strains of mice [26]. Differences in response to cellular
stress under identical insults have also been found between
human and mouse neurons [27]. Moreover, human astrocytes
have been shown to exhibit greater susceptibility to oxidative
stress than mouse astrocytes [28]. Recently, a cross-species
analysis of single-cell RNA seq highlighted expanded diversity
between specific neurons of mice, non-human primates and
humans [29]. All these data, highlights the need to study neuronal
response to GA1 metabolites not only in animal models but
importantly in human neuronal models of GAT. In this line, we
investigated the susceptibility of the human neuroblastoma SH-
SY5Y GCDH-KO cells to GA or Lys overload. Exposure to GA
triggered cellular toxicity in a dose-dependent manner (Fig. 2A).
Such cellular mortality could probably be mediated by apoptosis
since transcript levels of caspase-3 were increased (Fig. 2B), in line
with previous work [24]. Interestingly, these effects were not
observed in cells reconstituted with GCDH function, demonstrat-
ing the specificity of the effects.

To determine whether Lys exposure compromises neuronal cell
viability in GCDH deficient cells, SH-SY5Y WT, GCDH-KO, and
GCDH-GI were treated with 10 mM and 25mM Lys for 24h.
Exposure to Lys led to 30% and 50% decrease in the metabolic
activity of the cells in the GCDH-KO but not in GCDH-GI (Fig. 3A).
Similar results were observed in terminally differentiated neurons
(Supplementary Fig. 2). In a Hoechst 33342 fluorometric assay Lys
treatment revealed reduced fluorescent intensity in GCDH-KO but
not in GCDH-GI cells neither in WT cells (Fig. 3B). Such effects were
not associated to the activation of cell death by apoptosis since
the number of apoptotic cells in GCDH-KO was not altered by the
incubation with Lys in the Annexin V assay (Fig. 3C) neither by
analysis of caspase-3 mRNA content (data not shown). It can be
speculated that the amount of GA accumulated upon 10 mM or
25 mM Lys was not sufficient to activate an apoptotic program, at
least after 24 h exposure. However, these results suggest that high
Lys triggered neuronal injury in GCDH-KO cells resulting in
decreased metabolic activity and cell proliferation, that could be
rescued by restoring GCDH activity. A proposed mechanism of
neurotoxicity induced by GA and 3-OHGA metabolites is through
the activation of oxidative stress. Menadione, a precursor in the
synthesis of Vitamin K, is a potent inductor of ROS production and
through an oxidative stress mechanism triggers cell death [30].
Primary astrocytes from Gcdh—/— mice have shown increased
vulnerability to menadione-induced oxidative stress [31]. In this
context, we studied the susceptibility of neuroblastoma GCDH-KO
cells to menadione treatment. Incubation of menadione for 6 h at
2.5 uM and 3.5 pM showed a dose-dependent decreased viability
in the MTT assay that was not observed in SH-SY5Y GCDH-GI nor in
WT cells, suggesting that GCDH KO cells were more susceptible to
oxidative stress (Supplementary Fig. 3). Next, we investigated the
induction of mitochondrial ROS upon Lys overload. A tendency to
increased MitoSOXRed intensity was observed in all the cell lines
(Fig. 4A). Interestingly, 10 mM Lys significantly augmented SOD
concentration in GCDH-KO cells but not in the other cell lines,
showing the activation of an antioxidant response in GCDH-KO
cells, probably as a compensatory mechanism (Fig. 4B). We
studied lipid peroxidation in these models since it is a well-known
process where ROS attack lipids in cellular membranes generating
toxic  aldehydes like  malondialdehyde  (MDA) and
4-hydpdynonenal 4-HNE [32]. Moreover, exposure of Gcdh-/-
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Fig. 1 Characterization of SH-SY5Y GCDH-KO and SH-SY5Y GCDH-GI cells. A Western blot showing GCDH-KO and GCDH expression in WT
and GCDH-GI cells. B In gel enzymatic GCDH activity in WT and GCDH-GI cells. € Metabolite quantification: Glutarylcarnitine (C5DC), glutaric
acid (GA) and 3-hydroxyglutaric acid (3-OHGA) were measured in the media of SH-SY5Y- WT, SH-SY5Y GCDH-KO and SH-SY5Y GCDH-GI after
48 h of 10 mM Lys exposure (n =4-6). Data are shown as mean £ SEM; Mann-Whitney test: *p < 0.05, **p < 0.01.
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Fig. 2 Glutaric acid triggers SH-SY5Y GCDH-KO cell death. A Cells were exposed to Glutaric acid (0-10-50-100 mM) and MTT assays were
performed 24 h later (n =8-9). B gPCR mRNA quantification of caspase 3 levels in cells exposed to 50 mM of GA for 6 h (n = 6-8). Data are
shown as mean + SEM; Mann-Whitney test: *p < 0.05, **p < 0.01.

astrocytes to 10 mM lysine has shown increased MDA levels and Lys, we observed that Lys treatment to neuroblastoma GCDH-KO
feeding Gcdh-/- mice with high Lys diet showed increased MDA in cells triggered a significant increase in MDA that was not observed
cortex and striatum [25, 33]. In line with these data where MDA in gene-corrected SH-SY5Y GCDH-GI cells neither in WT cells
content was increased in GCDH deficient cells exposed to high (Fig. 4C). These results show higher vulnerability of the SH-SY5Y
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GCDH-KO to oxidative stress. Probably, a small increase in reactive
species may signal to activate antioxidant defenses, but deficient-
GCDH cells could not successfully resolve making lipids vulnerable
to oxidative damage. We can speculate that the neuronal damage
detected in the human SH-SY5Y GCDH-KO model may possible
reflect some of the abnormalities observed in affected patients.
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In conclusion, the present results provide experimental
evidence that neuroblastoma SH-SY5Y GCDH-KO can be a good
human model to gain further insight into the neuronal defects of
GCDH deficiency. Moreover, our data also shows that expression
of GCDH, from the PGK promoter provides with a GCDH activity
that is sufficient to prevent from the damage effects induced by
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the accumulation of GA or 3-OHGA in neurons. Consequently,
GCDH gene replacement can be envisioned as a potential gene
therapy strategy for GA1 patients.
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Glutaric aciduria type 1 (GA1) is a rare inherited metabolic dis-
order caused by a deficiency of glutaryl-coenzyme A dehydro-
genase (GCDH), with accumulation of neurotoxic metabolites,
resulting in a complex movement disorder, irreversible brain
damage, and premature death in untreated individuals. While
early diagnosis and a lysine restricted diet can extend survival,
they do not prevent neurological damage in approximately
one-third of treated patients, and more effective therapies are
required. Here we report the efficacy of adeno-associated virus
9 (AAV9)-mediated systemic delivery of human GCDH at
preventing a high lysine diet (HLD)-induced phenotype in
Gedh™'~ mice. Neonatal treatment with AAV-GCDH restores
GCDH expression and enzyme activity in liver and striatum.
This treatment protects the mice from HLD-aggressive pheno-
type with all mice surviving this exposure; in stark contrast, a
lack of treatment on an HLD triggers very high accumulation
of glutaric acid, 3-hydroxyglutaric acid, and glutarylcarnitine
in tissues, with about 60% death due to brain accumulation
of toxic lysine metabolites. AAV-GCDH significantly amelio-
rates the striatal neuropathology, minimizing neuronal
dysfunction, gliosis, and alterations in myelination. Magnetic
resonance imaging findings show protection against striatal
injury. Altogether, these results provide preclinical evidence
to support AAV-GCDH gene therapy for GAl.

INTRODUCTION

Glutaric aciduria type 1 (GA1l; MIM: 231670) is an inborn error of
metabolism that was first described in 1975." It has an estimated prev-
alence of 1 in 100,000 in newborns in the general population, and of 1
in 250 in high-risk populations.™ This disease is caused by mutations
in the GCDH gene, causing a deficiency of the glutaryl-coenzyme A
(CoA) dehydrogenase (GCDH; EC: 1.3.99.7), which is responsible
for the dehydrogenation and decarboxylation of glutaryl-CoA in
the catabolic pathway of lysine, hydroxylysine, and tryptophan. The
human GCDH gene is located on chromosome 19p13.2, spans 7 kb,

and consists of 11 exons and 10 introns. The inheritance pattern of
GA1 is autosomal recessive, and currently more than 200 mutations
in the GCDH gene have been identified.” GCDH deficiency leads to
the accumulation of glutaric acid (GA) and 3-hydroxyglutaric acid
(3-OHGA), which are neurotoxic, as well as to an increase of glutaryl-
carnitine (C5DC), which can deplete carnitine from body fluids and
tissues.” Untreated individuals mostly develop a complex movement
disorder between the ages of 3 and 36 months, due to bilateral striatal
damage precipitated by catabolic events such as intercurrent febrile
illness or prolonged fasting caused by infections or surgical proced-
ures. After an episode of this type, individuals develop dystonia,
choreoathetosis (or choreoathetotic movements), and spasticity,
with severe neurological damage typical of an acute encephalopathic
crisis.” The life expectancy of affected individuals is very variable:
some individuals with severe neurological damage can reach adult-
hood, but approximately one-half of affected children die during their
first decade of life during an acute episode.®®

Currently, the only available treatment for individuals with GA1
is based on a lysine-restrictive diet and supplementation of
L-carnitine. Despite the possibility of early detection due to the inclu-
sion of GA1 in newborn screening programs and quick treatment
initiation, it has still not been possible to prevent cerebral damage
totally or disease progression in approximately one-third of individ-
uals with GA1.>>'°

A genetic mouse model of GA1 has been developed to better under-
stand the disease pathology. Mice with complete loss of GCDH
(Gedh™™) (herein, knock-out [KO]) are viable, have a normal

Received 11 October 2023; accepted 31 May 2024;
https://doi.org/10.1016/j.omtm.2024.101276.
®These authors contributed equally

Correspondence: Cristina Fillat, Institut d’Investigacions Biomediques August Pi i
Sunyer (IDIBAPS), 08036 Barcelona, Spain.
E-mail: cfillat@recerca.clinic.cat

m Molecular Therapy: Methods & Clinical Development Vol. 32 September 2024 © 2024 The Author(s). 1
Published by Elsevier Inc. on behalf of The American Society of Gene and Cell Therapy.
This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).



ITR ITR

PGK GCD! ISV40pAI

Brain

WT KO

AAV-P-GCDH AAV-GCDH

WT KO

AAV-P-GCDH AAV-GCDH

C
. Liver
Brain
% %k
* I %* 1
[ | i
*kk *
0.3 — 0.8 [ —
= u -
e % n *
g; * 0.6 —
§ 0.2 —
° i
g R 0.4 -
ﬁ' 0.1 — u
% N 0.2 . N ﬁ
© Al
0.0 P|s T T ﬁ_ 0.0-—88pe_L T T
4(\ O oo'b °°~2~ 4(\ O oo‘b o&

3 &

%

Figure 1. AAV9 vector expressing GCDH from the CAG promoter shows
superior phenotype amelioration than that expressed from the PGK
promoter
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appearance, and present a biochemical profile very similar to individ-
uals with GA1: they have high levels of GA and 3-OHGA in urine and
brain tissues, and high levels of C5DC in serum. !’ Exposure of Gedh
KO mice to elevated levels of dietary protein containing lysine aggra-
vates disease presentation, with tissue and serum accumulation of
metabolites and noticeable signs of striatal neurodegeneration. The
KO mouse model shows age-dependent susceptibility to brain injury,
similar to the human condition, with strong lethality when mice are
fed a high-lysine diet (HLD) at weaning.'>"?
into adulthood have severe neuropathological alterations, with
neuronal loss, vacuolation, and (in some cases) intraventricular
hemorrhages.'*'”

KO mice that survive

Studies using these KO mice have been key for developing novel ther-
apeutic strategies. Notably, feeding the KO mice a low lysine, high
glucose diet decreased the accumulation of neurotoxic metabolites
in the brain,'® which is why most patients currently receive this
type of diet in combination with an oral supplement of L-carnitine.
This strategy considerably decreases the frequency of acute encepha-
lopathic episodes and, therefore, mortality.'” However, despite the ef-
forts made for early detection, by including this disease in the
newborn screening programs and dietary treatment, some patients
still develop encephalopathic crises.’

Here, we have explored the feasibility of gene therapy for GA1 based
on the intravenous administration of an adeno-associated virus 9
(AAV9) that transports the GCDH gene. We demonstrate that a sin-
gle intravenous injection of AAV-GCDH in neonatal Gedh KO mice
decreases GA and 3-OHGA accumulation, ameliorates striatal injury,
and rescues the lethal phenotype of mice fed an HLD.

RESULTS

Intravascular delivery of AAV9-GCDH driven by the CAG
promoter displays GCDH expression in brain and prevents C5DC
accumulation

We constructed two AAV9 vectors expressing the human GCDH gene,
one under the control of the phosphoglycerate kinase (PGK) promoter
(AAV-P-GCDH), and one under the control of the chimeric cytomeg-
alovirus (CMV) enhancer and chicken B-actin promoter (CAG) pro-
moter (AAV-GCDH) (Figure 1A). The PGK promoter was chosen
for its ability to drive mild expression of the transgenes, whereas the
CAG promoter has been widely shown to exhibit strong expression
of the controlled genes.'"®'? Since GCDH deficiency mostly leads to
neuropathological alterations, we selected the AAV serotype AAV9
for its widespread transduction of the CNS parenchyma and its ability
to cross the blood-brain barrier after intravascular delivery.”**" Tail
vein injection of AAV-P-GCDH or AAV-GCDH at a dose of

(A) Schematic illustration of the AAV-P-GCDH and AAV-GCDH vectors. (B) Western
blot analysis of GCDH in liver and brain extracts from 6-week-old Gedh KO mice
treated with 7.5 x 102 vg/kg of the indicated virus (n = 3). (C) C5DC content in liver
and brain extracts from WT, KO, or KO-treated animals with AAV-P-GCDH or AAV-
GCDH (n = 4 to 9). Data are expressed as the means + SEM. Significance was
assessed using a two-tailed Mann-Whitney test. *p < 0.05, **p < 0.01, **p < 0.001.
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Figure 2. Intravascular administration of AAV-GCDH in KO young adult mice improves metabolite accumulation in the liver and in the striatum after HLD

exposure at 5 months after treatment

AAV-GCDH was injected via tail vein at a dose (7.5 x 10'? vg/kg) into 1-month-old mice; 1 week later, mice were placed onto an HLD regime, or kept on a standard diet (SD),
for 3 weeks or 5 months. (A) Western blot analysis of GCDH in liver and striatum lysates at 1 month and 5 months after treatment. Quantification of GCDH from different
individuals (n = 4-6). C5DC, GA, and 3-OH GA were measured in WT, KO, and KO-AAV-GCDH treated mice in the liver at 1 month (B) or 5 months (C) after therapy, and in the
striatum at 1 month (D) or 5 months (E) after therapy. Data are expressed as the means + SEM. Significance was assessed using a two-tailed Mann-Whitney test. Statistical
significance between WT-standard diet and WT-HLD were observed for C5DC in (B, D, and E) and for GA and 3-OH GA in (C). Statistical significance between KO-standard
diet and KO-HLD were observed for GA in (C, D, E) and for 3-OH GA in (B, E). *p < 0.05, **p < 0.01, **p < 0.001.

7.5 x 10" vg/kg into 4-week-old Gedh KO mice resulted in the recov-
ery of GCDH expression in the liver with both vectors (albeit to much
higher levels with AAV-GCDH). However, transgene expression in the
brain was only observed in mice receiving the AAV-GCDH (Fig-
ure 1B). To assess the potential of the GCDH transgene to modulate
the tissue accumulation of metabolites in KO mice, we measured the
C5DC content. Notably, both AAV-P-GCDH and AAV-GCDH
were able to decrease the accumulation of C5DC in the liver of treated
Gedh KO mice. However, only AAV-GCDH was able to decrease the
content of this metabolite in the brain (Figure 1C). Thus, we chose
the AAV construct with the CAG promoter as the candidate virus to
evaluate the potential of GA1 gene therapy.

Intravenous AAV-GCDH delivery to young Gedh KO mice
prevents accumulation of diet-induced metabolites in target
tissues up to 5 months after therapy

Next, we explored whether the AAV-GCDH vector could rescue the
phenotype of the Gedh KO mice, and especially their severe phenotype

induced by feeding an HLD regime. KO mice were injected in the tail
vein with a single dose of 7.5 x 10'? vg/kg AAV-GCDH at 4 weeks of
age. One week later, treated or non-treated (control) animals were
placed on a standard diet or an HLD for 1 month or 5 months. Mice
were euthanized at 2 months of age (corresponding with 1 month after
therapy) or 6 months of age (5 months after therapy), and tissues were
analyzed for GCDH expression, enzyme activity, vector bio-
distribution, and metabolite accumulation. GCDH was expressed in
the liver of treated KO mice at similar levels as in wild-type (WT)
mice at 1 month after treatment, but the expression decreased after
5 months (Figure 2A). Expression of GCDH was analyzed in the stria-
tum, as the targeted brain region of GA1 neuropathology. Low levels of
GCDH were detected at both time points (Figure 2A). Consistently,
GCDH activity was detected at both ages in the liver, but not in the
striatum (Figure S1A). The analyses of C5DC, GA, and 3-OHGA re-
vealed an increase in all the metabolite content in KO mice fed a stan-
dard diet, in line with previously reported studies.'' A statistically sig-
nificant decrease in all these metabolites was observed in the liver of

Molecular Therapy: Methods & Clinical Development Vol. 32 September 2024 3
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Figure 3. Intravascular administration of AAV-GCDH in KO-neonatal mice restores enzyme activity and prevents HLD-induced metabolite accumulation in

the striatum at 1 month and 6 months after treatment

AAV-GCDH was injected into the temporal vein (at 5 x 10'° vg/kg) at P1, and at weaning were fed a standard diet (SD) or an HLD for 4 days or 5 months. Readouts were
performed at 1 month and 6 months after viral injection. (A) Western blot analysis of GCDH in liver and striatum lysates at 1 month and 6 months after treatment. Quantification
of GCDH from different individuals is shown (n = 4-6). C5DC, GA, and 3-OH GA concentrations in liver are shown for 1 month (B) and 6 months (C) after therapy, and in the
striatum at 1 month (D) or 6 months (E) after therapy. Data are expressed as the means + SEM. Significance was assessed using a two-tailed Mann-Whitney test. Statistical
significance between WT-standard diet and WT-HLD were observed for C5DC in (E), and for GA and 3-OH GA in (C). Statistical significance between KO-standard diet and
KO-HLD were observed for C5DC (B and D), GA (B-E), and 3-OHGA (B, D, E). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

treated KO mice fed a standard diet, and this reduction lasted until
5 months after therapy (Figures 2B and 2C). Placing mice on an
HLD regime increased some of the metabolites, both in WT and KO
mice, with the highest accumulation seem in the HLD-fed KO mice
(herein, KO-HLD). The HLD increase in metabolite concentrations
could be partially compensated by the therapy, with the 3-OHGA con-
tent significantly reduced with 1 month of therapy, and the C5DC and
GA with 5 months of therapy (Figures 2B and 2C). Analysis of the
metabolite content in the striatum showed that treatment with
AAV-GCDH did not correct the levels of the C5DC, GA, or
3-OHGA metabolites when mice were fed a standard diet
(Figures 2D and 2E). Similar to what we observed in the liver, HLD
also triggered accumulation of some metabolites in WT and KO
mice, again with the highest content in KO-HLD animals. However,
a decrease in GA and 3-OHGA after 5 months of an HLD were
observed in the striatum of treated mice (Figures 2D and 2E). These
results suggest that increased sustained expression of GCDH for

5 months could be sufficient to prevent HLD-induced metabolite
accumulation in target tissues.

Intravascular neonatal AAV-GCDH administration improves the
phenotype of Gedh KO mice exposed to an HLD

Since GA1 pathologic events impact individuals in early infancy, the
effects of GCDH gene therapy would be particularly desirable at early
stages of life to prevent the development of encephalopathic crises.
We, therefore, considered evaluating the effects of AAV-GCDH ther-
apy upon administration in neonatal mice.

Gedh KO mice were injected with 5 x 10'* vg/kg of AAV-GCDH vector
into the temporal vein at the neonatal P1 stage. At 25 days after injec-
tion, mice were placed onto a standard diet or an HLD regime for 4 days
or for 5 months; mice were then euthanized at 1 or at 6 months after
treatment. GCDH expression at 1 month after therapy showed high
levels of the transgene in both liver and striatum (Figure 3A).

4 Molecular Therapy: Methods & Clinical Development Vol. 32 September 2024
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Figure 4. Intravascular administration of AAV-GCDH in KO-neonatal mice prevents from HLD-induced GA accumulation in the striatum at 1 month after

therapy

AAV-GCDH were injected in the temporal vein at a dose 7.5 x 10'2 vg/kg (Low dose) at P1. At weanling were exposed to HLD for 4 days. Analysis were performed 1 month
after viral injection. (A) Western blot analysis of GCDH in the striatum. Quantification of GCDH from different individuals (n = 6). (B) Analysis of GA concentration (n = 6). Results
also show the GA concentration of AAV-GCDH treated mice at 5 x 10'® vg/kg (Figure 3D; high dose). Data are expressed as the means + SEM. Significance was assessed

using a two-tailed Mann-Whitney test. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

At 6 months after therapy, there was a decrease in the liver GCDH con-
tent (Figure 3A). Notably, although there was some decrease in GCDH
expression in the striatum at 6 months after treatment as compared
with 1 month after treatment, GCDH levels stayed similar to those of
WT mice (Figure 3A). The differences in the persistence of GCDH
expression between organs could be due to a dilution effect related to
organ growth. In fact, the brain weight of C57BL/6] mice from postnatal
day 17 (P17) to P60 does not show significant differences whereas there
is more than a 4-fold increase in the mouse liver from P21 to P60.”>**
Nevertheless, we cannot exclude the presence of other contributing fac-
tors, such as the rate of cellular turnover in the different organs. The
persistence of GCDH activity was detected both at 1 and 6 months after
therapy in the tissues analyzed (Figure S1B). Analysis of metabolites in
the liver of treated mice showed metabolite correction at 1 month after
therapy; however, this was not sustained at 6 months after treatment in
KO-HLD mice, probably due to the reduced expression of GCDH in the
liver at this age (Figures 3B and 3C). Interestingly, AAV-GCDH ther-
apy corrected the accumulation of C5DC and the neurotoxic metabo-
lites GA and 3-OHGA in the striatum of the KO-HLD mice, at both
1 and 6 months after therapy (Figures 3D and 3E). Correction of GA
metabolites was also observed when applied a lower dose of
7.5 x 10'* vg/kg (Figure 4). Since GA1 pathology induced by the GA
and 3-OHGA toxicity results in selective striatal degeneration we
analyzed neuronal integrity by measuring N-acetyl aspartate (NAA)
and its derivative metabolite, NAA glutamate (NAAG), by 'H nuclear
magnetic resonance spectroscopy (MRS) in the striatum. A statistically
significant decrease in the NAA+NAAG content was observed in HLD
Gedh KO mice that was partially rescued by treatment (Figure 5A).
Moreover, magnetic resonance imaging (MRI) analysis revealed exten-
sive brain injury in KO-HLD mice, as shown by reduced mean diftu-
sivity (MD), which was less evident in KO-HLD mice at 1 month after
AAV-GCDH therapy (Figure 5B). Voxel-wise statistical analysis of the
MD maps between WT and KO-HLD mice revealed extensive areas of
significant differences, whereas WT and AAV-GCDH-treated KO-
HLD mice showed greater similarities, again suggesting the rescue of
the brain damage in treated mice (Figure S2).

Exposure of weanlings to an HLD has been associated with vacuola-
tion, myelin pathology, and signs of gliosis.'>** Histopathology of
striatum of Gedh KO mice on an HLD confirmed irregular vacuolation
with increased vacuole size after chronic feeding with HLD for
5 months. No changes were observed in WT mice on either a standard
diet or an HLD (Figure S3). Interestingly, AAV-GCDH prevented large
vacuole formation (Figure 6). Importantly, AAV-GCDH administra-
tion to Gedh KO mice on a standard diet did not show virus-related
histopathological findings, suggesting the safety of the treatment (Fig-
ure S3). Astrocyte damage analyzed by glial fibrillary acidic protein
(GFAP) immunostaining, showed abundant GFAP in KO-HLD
mice, in line with a diet-induced gliosis, but was almost absent after
therapy (Figure 6). Myelin basic protein (MBP) staining revealed a pro-
gressive hypomyelination already present in older KO mice on a stan-
dard diet, with an enhanced decrease in the number of myelinated
areas in the striatum of KO-HLD mice, after a 1- or 5-month diet
regime. AAV-GCDH-treated mice were partially rescued for hypo-
myelination (Figure 6). However, immunohistochemistry against
NeuN showed no differences in the neuronal count between the
different groups, thus discarding significant neuronal loss (Figure S4).

Exposure to an HLD at this early stage of development has lethal con-
sequences in the Gedh KO mouse model.'* Under our conditions, close
to 50% of Gedh KO mice died after 10 days on an HLD regime, and
only 40% of KO mice survived 5 months on an HLD. Strikingly, how-
ever, all KO-HLD mice that received a neonatal AAV-GCDH treat-
ment survived. Visual observation of treated KO-HLD mice in their ca-
ges show spontaneous locomotor activity similar to WT animals.
Further, all KO-HLD-treated mice remained phenotypically normal,
with no signs of disease progression, during the 150-day follow-up
(Figure 7). These results suggest that neonatal AAV-GCDH gene ther-
apy is effective in the diet-induced GA1 preclinical model.

DISCUSSION
GAL is currently treated by dietary lysine restriction and carnitine
supplementation. Unfortunately, almost one-third of affected
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Figure 5. MRIs

One month-old WT or KO mice were fed a standard diet (SD) or HLD regime for
4 days and either treated with AAV-GCDH or saline; mice were then used for the
MRI studies. (A) Proton MR spectroscopy imaging was performed in mice striatum
(n = 6-7). Estimated concentration of NAA+NAAG are indicated. Data are expressed
as the means + SEM. Significance was assessed using a two-tailed Mann-Whitney
test. *p < 0.05. (B) Representative brain images of MD maps obtained from DWI.

children do not respond to therapy and experience striatal degenera-
tion despite neonatal screening and careful clinical management.®®
In the current study, we evaluated the potential of AAV-GCDH
gene therapy in a preclinical mouse model of GA1. The application
of the therapy faced the challenge to restore GCDH function in target
organs and to protect the brain from injury, while using a minimally
invasive approach. Our data show that a single systemic administra-
tion, through intravascular delivery of an AAV serotype 9 vector en-
gineered to express the GCDH enzyme, ameliorated the striatal dam-
age of Gedh KO mice exposed to an HLD regime and rescued mice
survival. These findings provide the foundation for translating
AAV-GCDH gene therapy to GA1 patients.

We observed that the vector engineered with the CAG promoter was
capable of inducing GCDH expression not only in the liver, but,
importantly, also in key brain regions of the GA1 neuropathology.

Molecular Therapy: Methods & Clinical Development

When we used a virus with the weak promoter of PGK, we observed
low GCDH expression in liver and no expression in brain after admin-
istration to young mice. This inefficiency was probably the result of the
low promoter activity, together with the contribution of other distinct
elements in the AAV expression cassettes, such as the polyadenylation
signals SV40pA versus hGHpA and the presence of the Woodchuck
hepatitis virus post-transcriptional regulatory element in the AAV-
GCDH, a well-known element that stimulates transgene expression.”
The low GCDH expression observed in brain even after AAV-GCDH
administration was most probably related to the limited transduction
of the CNS by AAV9 in young adults, as compared with the wide-
spread effect in neonates.”’ In fact, even with the use of a
strong CAG promoter, only low levels of expression were achieved
in the striatum of young adult mice, whereas neonatal administration
of the virus at an equivalent viral dose (of 7.5 x 10'* vg/kg)
displayed superior GCDH levels in the striatum. At a higher dose
(of 5 x 10" vg/kg), the AAV-GCDH resulted in GCDH expression
that was superior to that of WT animals. Interestingly, the virus
with the PGK promoter showed some expression in brain when deliv-
ered neonatally at the highest dose, but at low levels (Figure S5). Even
though high levels of striatal GCDH expression were achieved when
the administered dose was 6.6-fold higher in neonatal mice as
compared with young mice, the quantification of viral genomes at
1 month after AAV-GCDH delivery resulted in at least 40-fold
more viral particles in the striatum after neonatal injection than after
young mouse administration (Figure S6), showing that this delivery
strategy has increased striatal transduction. Moreover, the fact that
neonatal delivery of AAV9 vectors transduced both neuronal and glial
cells favors neonatal delivery, since GA1 neurons and astrocytes

display vulnerabilities to the accumulated metabolites.*"***”

Neonatal AAV-GCDH administration prevented the accumulation of
GA, 3-OHGA, and C5DC in the striatum of Gedh KO-HLD mice after
1 month of treatment, as well as at 6 months after treatment after
chronic HLD exposure. However, under a standard diet regime, few
metabolites showed decreased content, suggesting that the AAV-
GCDH therapy is insufficient to decrease the already accumulated me-
tabolites, but is efficient in preventing their induction under HLD.
Feeding the KO mice an HLD regime provoked biochemical and
neuropathological alterations that highly resemble the encephalopathic
crises that occur in individuals with GAL. Increased levels of GA and
3-OHGA are believed to trigger the striatal damage. In fact, it has
been proposed that intracerebral de novo synthesis, and subsequent
trapping of these metabolites, are the origin of their accumulation in
the CNS of GA1 individuals.”® Several authors have shown that there
is limited flux of GA and 3-OHGA metabolites across the blood-brain
barrier.”®*° However, recent data have challenged this view; for
instance, in a series of transplantation experiments, Barzi and collabo-
rators™’ show that alterations in hepatic lysine catabolism affect the
accumulation of toxic metabolites in the brain of Gedh KO mice,
and that restoring the liver GCDH in these mice via an AAV vector ex-
pressing GCDH from a liver-specific promoter partially rescued the
phenotype. However, very high doses (of approximately 15 times
higher than the ones used here) were needed to observe such benefits.*
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Figure 6. Neonatal AAV-GCDH ameliorates striatal injury

Immunohistochemical analysis of striatum alterations in the indicated groups of mice. Hematoxylin and eosin staining showing progressive vacuolation in KO-HLD mice.
Scale bar, 50 um, and GFAP, glial marker; scale bar, 100 pm, and MBP, myelin marker. Quantification was performed on histology images with 1 section/mouse, digitalized
with a ScanScope slide scanner, and analyzed with QuPath 0.3.0 software. Results are presented as percentage of vacuole area, GFAP-positive cells, or area of MBP
staining. Data are expressed ase the means + SEM. Significance was assessed using a two-tailed Mann-Whitney test. *o < 0.05, **p < 0.01, **p > 0.001.
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We also observed some contribution of liver correction when AAV-  improving the metabolite content both in the liver and in circulation
GCDH was administered to young adult (4-week-old) mice, and sus-  (Figure S7). However, this was not observed when the therapy was
tained GCDH expression was achieved for at least 5 months, given in the neonatal period, probably because the dilution effect
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Follow-up of 150 days for mice survival in Gedh KO mice treated (n = 25) or not (n =
33) with AAV-GCDH and exposed to HLD at weaning. p value was calculaed by log
rank test (Mantle-Cox).

related to organ growth hindered a full recovery of the GCDH expres-
sion and the metabolite reduction after 6 months of treatment. Thus, it
could be speculated that, below a certain threshold of liver GCDH ac-
tivity, local GCDH delivery is required to prevent an increase of metab-
olites in the striatum and to protect the brain from damage, as our data
show after neonatal delivery. This is in line with the reported benefits of
delivering GCDH to the central nervous system.”'

The mechanisms by which GA and 3-OHGA generate brain damage
are not fully understood. Some studies emphasize disturbances in the
glutamatergic and GABAergic neurotransmission, facilitating excito-
toxic mechanisms.'*'> Moreover, oxidative stress and mitochondrial
dysfunction also contribute to the pathology.”* The main alterations
associated with striatal injury in GA1 individuals are reactive astro-
gliosis, neuronal loss, and changes in white matter.””** Our results
show that Gedh KO mice exposed to an HLD had a significantly lower
content of NAA+NAAG metabolites in the striatum, which can be
partially rescued by prior AAV-GCDH therapy. Decreased levels of
NAA have also been observed in GAl individuals’>*® and have
been associated with neuronal loss or neuronal distress. However,
the absence of significant differences in the NeuN staining between
all the experimental settings in this study discards neuronal death
in the striatum. Previous reports have also shown absence of neuronal
loss in the Gedh KO mice, which could be attributed to low neuronal
vulnerability of these mice to neurotoxic metabolites.'""** However,
decreases in NAA levels may reflect impaired mitochondrial function,
suggesting neuronal dysfunction.”” Nevertheless, we observed severe
striatal damage with a strong astrogliosis in the Gedh KO animals that
progressed with age and with HLD feeding, which could however be
rescued by the therapy.

An increased glial immunoreactivity when exposed to an HLD has
been associated with increased GA and 3-OHGA concentrations,
causing oxidative stress.”® In line with previous reports, our data
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also showed strong vacuolation inside the axonal packages with
decreased myelinated areas.'"'*** We also observed a progression
of the lesions after chronic exposure to HLD, with major alter-
ations after 5 months of HLD. Notably, a remarkable improvement
in the neuropathology was observed at 1 month after therapy. Par-
tial rescue was also observed in mice that developed a highly severe
phenotype induced by 5 months of HLD exposure. Alterations in
myelination have been proposed to alter synaptogenesis, and the
rescue of hypomyelination reverses synaptic deficits.”® Thus, we
could speculate that protecting from demyelination with the
AAV-GCDH treatment would lead to a recovery of neuronal func-
tion. In fact, our MRI findings confirmed the rescue of the
neuronal damage and white matter alterations. These results sup-
port the view that neonatal delivery of AAV-GCDH provide neu-
roprotection to HLD-induced striatal injury in Gedh KO mice, and
that the amelioration of the phenotype leads to the survival of all
treated KO mice.

Our data highlight the considerable therapeutic potential AAV-
GCDH gene therapy for the treatment of individuals with GA1. We
propose a noninvasive vector delivery approach with high efficacy
that, when administered to pediatric patients, could potentially pro-
tect them from developing acute encephalopathic crises.

MATERIALS AND METHODS

Plasmid design and AAV vector generation

To generate the pAAV-CAG-GCDH, the GCDH ¢DNA (Harvard
Institute of Proteomics, HsCD00002837) was cloned into the
PAAV-CA (Plasmid # 69616, Addgene), under the control of the
ubiquitous CAG promoter (chimeric promoter with the CMV
enhancer and the CAG). To generate the pAAV-PGK-GCDH, the
human PGK promoter (kindly provided by JC: Segovia), the SV40
polyA (pCMVP, Clontech) and the GCDH c¢DNA were cloned in
the NOT I site of the pAAV-MCS (Agilent Technologies). AAV vec-
tors were produced according to standard procedures at the Viral
Vector Production Unit, Autonomous University of Barcelona.

Western blot analysis

Total protein extracts were obtained using lysis buffer (10 mM Tris-
HCI [pH 6.8], 4% SDS, and 20% glycerol) containing 1% Complete
Mini Protease Inhibitor (Roche). Lysates were boiled for 10 min at
98°C and centrifuged 5 min at 16,000 xg. Protein concentration was
determined by BCA Protein Assay kit (Thermo Fisher Scientific).
Protein samples were resolved in 10% SDS-PAGE and transferred
to PVDF membranes by standard methods. Membranes were
blocked with TBS-Tween 10% milk (1 h at room temperature), im-
munoblotted with the corresponding antibody (anti-GCDH,
AV43559, Sigma-Aldrich; or anti-GAPDH, ABS16, Sigma-Aldrich)
diluted in TBS-Tween 1% milk, rinsed with TBS-Tween, and incu-
bated with a polyclonal goat anti-rabbit horseradish peroxidase-con-
jugated antibody (1/2,000 in TBS-Tween 1% milk, 1 h at room
temperature). Antibody labeling was detected using the ECL Amer-
sham Prime Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare
Life Sciences).
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GCDH in gel activity

GCDH activity was analyzed by blue native polyacrylamide gel elec-
trophoresis using an adaptation of the originally described methodol-
ogy.”® Briefly, liver and striatum from WT and GCDH KO mice were
Dounce homogenized (20 strokes) in lysis buffer (225 mM mannitol,
75 mM sucrose, 10 mM Tris-HCI, and 0.1 mM EDTA) on ice. Tissue
homogenates were centrifuged twice at 650xg for 20 min at 4°C to
remove cell debris and nuclei. Protein concentrations were deter-
mined using a BCA assay. Mitochondria-enriched fractions were ob-
tained from 1,500 pg of liver protein, or from 1,000 pg of striatum
protein, by centrifugation (10,000xg 10 min at 4°C). Samples were
solubilized in 50 mM Bis-Tris, 0.5 M EDTA, 750 mM aminocaproic
acid in the presence of 2% N-dodecyl-beta-maltoside, loaded onto
4%-20% polyacrylamide gradient gels, and electrophoresed in non-
denaturing conditions. GCDH activity was detected by incubating
the gel in an activity buffer (50 mM phosphate buffer, 200 uM glu-
taryl-CoA, 1.5 pM FAD, and 2 mg/mL NBT) at 37°C overnight.

Biochemical analysis

Cell extracts were obtained as described above. C5DC were extracted
from cell extracts or serum samples with an organic solvent contain-
ing deuterated C5DC used as internal standard (NeoBase 1 Kkit,
PerkinElmer). The extracted product was dried under nitrogen and
reconstituted in methanol/H,O (75/25). For neuronal tissue, the dried
extracted product was derivatized with n-butanol/HCI 3N, dried un-
der nitrogen and reconstituted in methanol/H,O (75/25). The anal-
ysis was then performed with direct infusion using the mobile
phase and chromatographic conditions as manufacture description
in Neobase 1 kit and in positive MRM mode using an ultra perfor-
mance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (I-Class
ACQUITY UPLC system; XevoTQD). Results were quantified using
Neolynx Software (Waters).

For GA and 3-OHGA analysis, an aqueous solution containing the
deuterium-labeled internal standards GA-d4 and 3-OH-GA-d5 was
added to the homogenized striatum samples. Compounds were ex-
tracted using an Oasis HLB 96-well plate (60 mg sorbent) and eluted
using an acetonitrile/methanol (90/10) phase, after formic acid at
0.4% solution was added to facilitate ionization. Chromatographic
separation was done with an ACQUITY Premier BEH C18 Column
(1.7 pm, 2.1 x 100 mm) and analyzed in negative MRM mode by
H-Class ACQUITY UPLC system-XevoTQS. The flow rate was set
to 320 puL min~' using a binary mixture of solvent A (water with
0.1% formic acid) and solvent B (methanol with 0.1% formic acid).
Values were quantified with Targetlynx Software (Walters) using a
calibration curve and normalized for protein content.

Animal procedures

Gedh™ ™ KO mice were purchased from the Mutant Mouse Resource
and Research Center strain ID 34368 and maintained in an specific
pathogen-free animal facility in a 12-h dark-light cycle. Mice were
fed ad libitum with a standard diet or a HL containing 4.7% Lys, as
stated. Animals were placed on an HLD as 3-week-old weanlings or

5-week-old young adults. Mice were sacrificed at the age of 1, 2, or
6 months.

Gedh KO mice were injected in the temporal vein (neonatal) or tail
vein (4-week-old young adults) with 1 x 10'" or 1.5 x 10'° viral ge-
nomes of AAV9-GCDH or AAV9-PGK-GCDH. Based on weight,
neonatal mice received a single dose of 5 x 10" vg/kg or
7.5 x 10" vg/kg, and young adults received 7.5 x 10'? vg/kg.
Neonatal injections were performed following the previously
described protocol.”’ Briefly, pups at P1 or P2 were place on wet ice
for 30-60 s to anesthetize them and then placed under a stereoscope.
The temporal vein was identified, the needle containing the virus was
inserted into the vein, and the viral content was released. Pups were
then coated with bedding to ensure acceptance by the mothers and
placed back into the home cage.

Animal procedures met the guidelines of European Community
Directive 86/609/EEC and the local legislation (Decret 214/1997 of
20 July by the Department d’Agricultura, Ramaderia i Pesca de la
Generalitat de Catalunya) under the approval of the Experimental
Animal and Ethical Committee of the University of Barcelona.

Histological preparation and immunohistochemical analysis
Mice were transcardially perfused with 1% PBS followed by 4% para-
formaldehyde. Brains were removed and postfixed in 4% paraformal-
dehyde for 24 h at 4°C and embedded in paraffin. Serial 6 pm brain
coronal sections were collected on glass slides. Sections were pro-
cessed for antigen retrieval in citrate buffer (Citrate Buffer 10x pH
6.0 1, Sigma-Aldrich) at 100°C (boiling point) for 5 min in a pressure
cooker.

Sections were treated with a blocking solution (PBS 1x, 10% FBS, 1%
BSA, 0.3% Triton X-100) for 1.5 h at room temperature and incubated
overnight at 4°C with primary antibodies (anti-GFAP, G3893, Sigma-
Aldrich; Anti-NeuN, clone A60, Sigma-Aldrich and anti-MBP, clone
SMI 94, Biolegend) diluted in PBS with 0.1% BSA. Endogenous
peroxidase was blocked with Dual Endogenous Enzyme Block
(Dako) for 10 min at room temperature. The reaction was developed
using Dako EnVision + Dual Link System-HRP (DAB+) (Dako), and
tissues were counterstained with Harris hematoxylin (Panreac).
Stained sections were visualized with an Olympus BX51 vertical mi-
croscope and digitalized with a ScanScope slide scanner and analyzed
with QuPath 0.3.0 software.

MRI studies
MRI experiments were performed in a cohort of 24 mice (12 female
and 12 male) distributed into 4 experimental groups: WT on a stan-
dard diet, n = 6; KO on a standard diet and no treatment, n = 6; KO on
an HLD but no treatment, n = 6; and KO on an HLD and with treat-
ment, n = 6.

MRI acquisitions were performed on a 7.0T BioSpec 70/30 horizon-
tal animal scanner (Bruker BioSpin), equipped with an actively
shielded gradient system (400 mT/m, 12-cm inner diameter). The
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receiver coil was a one-channel phased-array surface coil for the
mouse brain. The acquisition protocol included MRS and diffu-
sion-weighted imaging (DWI). Three-dimensional localizer scans
were used to ensure the accurate position of the head at the isocenter
of the magnet. MRS in a voxel placed located in striatum was ac-
quired using PRESS (voxel size 5.4 pL, repetition time [TR] =
5,000 ms, echo time [TE] = 12 ms, 256 averages and partial
water suppression using VAPOR). Voxel position was based
on reference T2-weighted images in axial, sagittal and coronal
orientation acquired with a RARE sequence (voxel size =
0.08 x 0.08 x 0.16 mm?, TR = 2,300 ms, TE = 11 ms, RARE factor =
8). A non-suppressed reference water signal was also acquired in the
same voxel as reference for absolute metabolite quantification. DWI
were acquired with a two-shell scheme including 6 gradient direc-
tions acquired with b-value = 500 s/mm? and 30 gradient directions
with b = 1,000 s/mm” and 4 baseline images acquired without diffu-
sion weighting. Other parameters were TR = 4,000 ms, TE = 27.7 ms,
and voxel size = 0.21 x 0.21 x 0.5 mm”.

Metabolite concentration was estimated using LC-Model.*' To
ensure quality of the estimations, spectrum was only included if
full-width at half-maximum was lower than 0.08 ppm and
signal-to-noise ratio was greater than 10. Metabolites quantified
with relative Cramér-Rao lower bounds of higher than 20% were
discarded.

DWTI were processed to extract MD maps using dipy.** Processing
includes eddy current correction, denoising and unbias, registra-
tion to T2 to correct for EPI distortion and fitting of diffusion
tensor (DT) model. Fractional Anisotropy (FA) and MD at each
voxel were obtained from the estimated DT. Voxel-based statistical
analysis was performed using FMRIB Software Library (FSL)
randomize using threshold-free cluster enhancement (TFCE) and
family-wise error to correct for multiple comparisons.*’

Viral genome quantification

Genomic DNA was purified from frozen tissue using standard pro-
cedures. Viral genomes were analyzed by Real Time qPCR, on a
QuantStudio7 System (Applied Biosystems), using SYBR Green I
Master plus mix (Roche Diagnostics) and the primer set specific for
the AAV2 ITR genome sequences (Fwd ITR primer, 5-GG
AACCCCTAGTGATGGAGTT and Rev ITR primer, 5-CGGC
CTCAGTGAGCGA).** Viral genomes were quantified by interpola-
tion in a standard curve of pAAV-GCDH DNA dilutions in a back-
ground of genomic DNA.

Statistical analysis

Experimental data are represented by the mean + SEM of at least
three independent experiments. Statistical analysis was performed
on GraphPad Prism v8.0.1 (GraphPad Software). Statistical differ-
ences were evaluated using a 2-tailed non-parametric Mann-
Whitney test. A p value of <0.05 was taken as the level of significance.
Mice survival was analyzed by the Kaplan-Meier method and evalu-
ated with a log-rank (Mantel-Cox) test.
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