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ABREVIACIONES

AAV: virus adenoasociados (del inglés Adeno Associated Viruses)
BBB: barrera hematoencefalica (del inglés Blood-Brain Barrier)
CNS: sistema nervioso central (del inglés Central Nervous System)

CRISPR: repeticiones palindromicas cortas interespaciadas regularmente y agrupadas
(del inglés clustered regularly interspaced short palindromic repeats)

GAGs: glicosaminoglicanos (del inglés glycosaminoglycans)

HR: recombinacién homologa (del inglés homologous recombination)

HS: heparan sulfato (del inglés Heparan Sulfate)

iAs: astrocitos inducidos (del inglés induced astrocytes)

iNs: neuronas inducidas (del inglés induced neurons)

iPSCs: células madre pluripotentes inducidas (del inglés induced Pluripotent Stem Cells)

LSDs: enfermedades de almacenamiento lisosomal (del inglés Lisosomal Storage Disea-
ses)

MPSs: mucopolisacaridosis (del inglés mucopolysaccharidosis)

NHEJ: unién de extremos no homologos (del inglés non-homologous end joining)
PCR: reaccion en cadena de la polimerasa (del inglés polymerase chain reaction)
RNAI: RNA de interferencia (del inglés RNA interference)

RNP: ribonucleoproteina (del inglés ribonucleoprotein)

SRT: terapia de reduccion de sustrato (del inglés Substrate Reduction Therapy)

TALENSs: nucleasas efectoras similares al activador de transcripcion (del inglés transcrip-
tion activator-like effector nucleases)

WT: fenotipo salvaje (del inglés wild-type)

ZFNs: nucleasas de dedos de zinc (del inglés zinc finger nucleases)
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1. Los lisosomas

Los lisosomas son organulos subcelulares acidos presentes en todas las células eu-
cariotas nucleadas. Descritos en el afio 1955 por Christian De Duve (De Duve et al, 1955),
son heterogéneos en tamafo (100-500 ym de diametro), forma y distribucion (Mellman,
1989). Siempre se ha conocido a estos organulos por ser los encargados del catabolismo
celular, tanto de material intracelular (mediante autofagia) como extracelular (mediante pi-
nocitosis, endocitosis y fagocitosis).

Las enzimas hidroliticas (lipasas, nucleasas, proteasas, entre otras) son las encarga-
das de degradar macromoléculas en este organulo. Esta degradacion da lugar a energia
y es también una fuente de material para sintetizar nuevas macromoléculas. Por ello, los
lisosomas son clave en muchos procesos celulares basicos y de gran importancia como la
reparacion y reciclaje de componentes danados (Lawrence & Zoncu, 2019; Perera & Zoncu,
2016; Settembre et al, 2013). Ademas, estas funciones adquieren papeles muy variados y
de gran relevancia segun el tipo celular, siendo los lisosomas esenciales, por ejemplo, en
las sinapsis entre neuronas, la autofagia en hepatocitos, la fagocitosis en macréfagos, o la
presentacion de antigenos por parte de linfocitos B (Figura 1) (Oyarzun et al, 2019).

En una unica célula podemos encontrar centenares de lisosomas. Estos contienen
en su lumen acido mas de 60 tipos de hidrolasas solubles y proteinas accesorias, pero,
ademas, este organulo esta delimitado por una unica membrana con mas de 120 proteinas,
incluyendo proteinas lisosomales de membrana y proteinas transitorias (Braulke & Bonifa-
cino, 2009).

Las enzimas lisosomales se sintetizan en su forma nativa, se N-glicosilan en el reticu-
lo endoplasmatico, y posteriormente son transportadas al aparato de Golgi donde adquie-
ren modificaciones importantes para ser reconocidas por los receptores adecuados una vez
liberadas al sistema endolisosomal. Las proteinas solubles pueden presentar senales, que
pueden ser secuencias polipeptidicas mostradas en la superficie proteica o modificaciones
glucidicas especificas, siendo la mas comun la adquisicion de manosa-6-fosfato (Bajaj et
al, 2019).

Cabe destacar que no todas las enzimas solubles con modificaciones especificas aca-
ban en el lisosoma, algunas de ellas escapan de la unidn con sus receptores y se excretan
al compartimento extracelular. Desde ahi, existen mecanismos para recapturar estas enzi-
mas, ya sean propias o de células colindantes, para que lleguen al compartimento lisosomal
(Bajaj et al, 2019). Este es el fundamento de la terapia de reemplazamiento enzimatico para
muchas enfermedades de almacenamiento lisosomal (LSDs, del inglés Lisosomal Storage
Diseases), y la razdn por la cual esta aproximacion terapéutica tiene menos éxito en LSDs
cuya proteina deficiente es de membrana.

En los ultimos anos, con la identificacion del factor de transcripcion TFEB como regu-
lador transcripcional clave en la funcién y biogénesis lisosomal, las funciones del lisosoma
se han ampliado. Se ha visto que, mediante la modulacion de TFEB, la actividad del sistema
lisosomal se coordina en respuesta adaptativa a distintas necesidades celulares (Sardiello
et al, 2009; Settembre et al, 2011). Por ejemplo, muchas quinasas y fosfatasas son capaces
de modular TFEB, pero entre ellas destaca la quinasa mTORC1. Esta es una proteina clave
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Figura 1. Papel de los lisosomas en funciones de gran relevancia segun el tipo celular. (A) la sinapsis neuronal en el CNS,
(B) autofagia en los hepatocitos para la generacion de energia, balance de nutrientes y liberacion de Cu2+ al canaliculo
biliar, (C) fagocitosis de patdégenos en los macréfagos, (D) presentacion de antigenos por parte de los linfocitos B, (central)
la kinesina y la dineina son, respectivamente, los motores de movimiento anterdgrado y retrogrado de los lisosomas en la
célula (Oyarzun et al, 2019).

en la regulacion del crecimiento que, en respuesta a la presencia de nutrientes, es capaz de
fosforilar TFEB y secuestrarlo en el citoplasma evitando asi su traslocacion al nucleo. Con
TFEB fuera del nucleo, genes especificos del lisosoma no son transcritos y funciones como
la biogénesis lisosomal o la autofagia quedan inhibidas para facilitar un contexto anabdlico
(Lawrence et al, 2018; Sancak et al, 2010; Saxton & Sabatini, 2017; Zoncu et al, 2011).

Dadas sus extensas funciones, los lisosomas tienen un papel clave en el mantenimien-
to de la homeostasis celular, asi como en el correcto funcionamiento del sistema endoliso-
somal. Cualquier desregulacién de su actividad puede desencadenar errores metabdlicos a
muchos niveles, incluyendo afectaciones en otros organulos y en el funcionamiento celular
en general. Estas alteraciones en la funcion normal del lisosoma son la causa principal de
las LSDs, pero también tienen consecuencias en otras muchas enfermedades, por ejemplo,
autoinmunes (como artritis reumatoide o Crohn) o neurolégicas (Alzheimer, Parkinson o
Huntington) (Bonam et al, 2019). Sin embargo, en este trabajo nos vamos a centrar en las
LSDs.
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2. Enfermedades de almacenamiento lisosomal (LSDs)

Las LSDs son un grupo de enfermedades genéticas, hereditarias, que afectan a la co-
rrecta funcion del lisosoma y estan causadas por mutaciones en genes que codifican protei-
nas relacionadas con este organulo. Segun algunos autores, en las LSDs se pueden incluir
alrededor de 70 enfermedades (Cox, 2015; Platt et al, 2018), o solo unas 50 (Boustany, 2013;
Bonam et al, 2019). Estas diferencias se deben a si se incluyen unicamente las deficiencias
de enzimas lisosomales (alrededor de 50), o también otros trastornos que implican proteinas
de otros organulos relacionados con el lisosoma, o con la produccion de lipofuscina (lipofus-
cinosis) (Boustany, 2013; Cox, 2015; Platt et al, 2018). En este trabajo consideraremos como
LSDs solo las deficiencias enzimaticas descritas clasicamente (Tabla 1).

Tabla 1. Enfermedades de almacenamiento lisosomal (LSDs) clasificadas segun la naturaleza quimica del sustrato acu-
mulado (traducido, adaptado y complementado de Boustany et al, 2013; Fragaki et al, 2013; Platt et al, 2018).

Implicacion Proteina o enzima deficiente

[ Terapia
neurologica (gen causante)

Sustrato acumulado especifica

Tipo de enfermedad

Esfingolipidosis

Fabry Si/No a-Galactosidasa A (GLA) Globotriaosilceramida gg_;_l’; ’ng-T-’B
Lipogranulomatosis de Farber No Ceramidasa acida (ASAH1) Ceramida
Gaucher tipo | No B-Glucosidasa (GBA) y su Glucocerebrosidos y | ERTe, SRT¢,
Gaucher tipos Il and IlI Si activador Saposina-C Glucosilesfingosina Chfy SRTF
, , Tipo A . , - , -
Niemann-Pick - Si Esfingomielinasa (SMPD1) Esfingomielina
Tipo B ERT®
Gangliésidos GM1,
GM1-gangliosidosis Si B-Galactosidasa (GLB1) queratan sulfato y

oligosacaridos

Gangliésidos GM2,

S . -Hexosaminidasa Ay B e
GM2-gangliosidosis (Sandhoff) Si B glicolipidos GA2 y Ch#
(HEXA y HEXB) oligosacaridos

Gangliésidos GM2,
GM2-gangliosidosis (Tay—Sachs) Si B-Hexosaminidasa A (HEXA) glicoesfingolipidos y Ch#
oligosacaridos

GM2-gangliosidosis (deficiencia si Activador de gangliésidos GM2 Gangliésidos GM2 y
en el activador de GM2) (GM2A) glicoesfingolipidos

Lactosilceramida y
GM3-gangliosidosis Si Sintasa GM3 (ST3GALY5) derivados alternativos
del gangliésido GM3

o » . Arilsulfatasa A (ARSA) y - HSCTe,
Leucodistrofia metacromatica Si prosaposina (PSAP) Sulfatidos ERTP y GT?
Krabbe Si Galactosilceramidasa (GALC) Galactr?sﬁgcr)zli)nrgsida y HSCT®
Mucopolisacaridosis
Hurler , Dermatan sulfato HSCT* | GTe
MPS | Si a-L-Iduronidasa (IDUA A y y
Hurler—Scheie y Scheie (DUA) heparan sulfato ERTe | ofras?
. . Dermatan sulfato y ERTe, GTPy
MPS Il (Hunter) Si Iduronidasa-2-sulfatasa (/IDS) heparan sulfato e
- . N-sulfoglucosamina sulfohidrola- 8 5
MPS IlIA (Sanfilippo A) Si sa (SGSH) ERTFy GT
- ; N-acetil-a-glucosaminidasa ERT?, GTPy
MPS 11IB (Sanfilippo B) Si (NAGLU) ’ SRT?
H | i Heparan sulfato
- . eparan-a-glucosamido
MPS llIC (Sanfilippo C) Si N-acetiltransferasa (HGSNAT)
MPS IIID (Sanfilippo D) Si N-acetilglucosamino-

6-sulfatasa (GNS)
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q . N-acetilgalactosamina- Queratan sulfato y -

MPS IVA (Morquio A) Si/No 6-sulfatasa (GALNS) condroitina 6-sulfato ERT
MPS IVB (Morquio B) No B-Galactosidasa (GLB7) Queratan sulfato

MPS VI (Maroteaux—Lamy) Si/No Arilsulfatasa B (ARSB) Dermatan sulfato ERTey GTF

Dermatan sulfato,

MPS VII (Sly) Si B-Glucuronidasa (GUSB) heparan sulfato y ERT®

condroitina 6-sulfato
MPS IX Si/No Hialuronidasa 1 (HYALT) Hialuronano

Enfermedades de almacenamiento de glucégeno

a-Glucosidasa lisosomal (GAA) ERT®y GT?

Oligosacaridosis

o : a-Manosidasa lisosomal Oligosacaridos ricos en ERT>y
a-Manosidosis S (MAN2BT) manosa ERTP
B-Manosidosis Si B-Manosidasa (MANBA) Man(p1>4)

N-acetilglucosamina

Oligosacaridos ricos en

Fucosidosis Si a-Fucosidasa (FUCAT) fucosa, glicoproteinas y
glicolipidos
Aspartilglucosaminuria Si Aspartilglucosaminidasa (AGA) Aspartilglucosamina

. - Glucopéptidos sialilados
Enfermedad de Schindler Si G'N'acet"%ﬂ,a,_\%%s)am'mdasa o asialos y
glicoesfingolipidos

Oligosacaridos y

Sialidosis o Mucolipidosis | SilNo Neuraminidasa-1 (NEU7) Ek’“j%ﬂégtggij:sg:aegojé

la proteina amiloide

Oligosacaridos y

Galactosialidosis SilNo Catepsina A (CTSA) sigJlucopeptidos y

péptidos bioactivos

N-acetilglucosamino-1-fosfotrans- Oligosacaridos,
Mucolipidosis Il Si/No ferasa subunidades o/ (GNP- glicosaminoglicanos y
AB) glicoesfingolipidos
Mucolipidosis 11l No N-acetilglucosamino-1-fosfotrans-

ferasa subunidad y (GNPTG)
Enfermedades de proteinas integrales de membrana

Cistinosis No Cistinosina (CTNS) Cistina Otras®
. Debris citoplasmatico y
Enfermedad de Danon Si LAMP2 (LAMP2) glucégeno
Sindrome de mioclonias de : Proteina de membrana del lisoso- ;
accion - insuficiencia renal Si/No ma 2 (SCARB?2) DEEERaE
Enfermedad de Salla Si Sialina (SLC17A5) Acidos sialicos
Enfermedad de Niemann—Pick Si Transportador de colesterol Colesterol y SRTay
tipo C1y C2 intracelular NPC (NPC1y NPC?2) esfingolipidos otras®
Mucolipidosis IV Si Mucolipina 1 (MCOLN1) Lipidos y

mucopolisacaridos

Tipos adicionales de enfermedad

Enzima generadora de

Deficiencia multiple en sulfatasa Si/No formillglicina (SUMF1) Sulfatidos
Enfermedad de Wolman y Colesterol ésteres,
enfermedad de almacenamiento Si/No Lipasa acida lisosomal (LIPA) triglicéridos y otros ERTe
del éster de colesterol lipidos

Ch= chaperonas farmacolégicas, ERT= terapia de reemplazamiento enzimatico, GT= terapia génica, HSCT= terapia de
células madre hematopoyéticas y SRT= terapia de reduccion de sustrato. “Terapia aprobada o Pensayo clinico.

Por lo tanto, consideraremos las LSDs como un grupo de alrededor de 50 enfermeda-
des metabdlicas hereditarias causadas por mutaciones en genes que codifican alguna pro-
teina lisosomal. Estas mutaciones dan lugar a proteinas aberrantes que no pueden llevar a

6 INTRODUCCION



cabo correctamente su funcion, principalmente catabdlica. Estas alteraciones en su funcion
dan lugar a un acumulo gradual de sustratos parcialmente degradados en el interior de este
organulo, que acaban afectando al correcto funcionamiento de todo el sistema celular (Platt
et al, 2018) (Figura 2, rojo).

Gene mutation /\ Correction of genetic information: 1

Gene therapy
/ Nucleus

Synthesis of a Endoplasmic
mutant protein reticulum

Degradation of % ;:/
i Golgi

apparatus

2 / mutant protein
Improving folding and stability of
mutant enzymes
Pharmacological chaperones
Proteostasis regulators

KD TGN
Deficiency of lysosomal

/~ enzyme activities

%

Correction of
secondary cellular
abnormalities

Secondary cellular
abnormalities

Lysosomes

by HSCT and
gene therapy

Enzyme therapies
Cross-correction / @

Endocytic pathway

Enhancing lysosomal @ Inhibition of

\/ ~—r
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Figura 2. Cascada de patogenicidad (ROJO) y estrategias terapéuticas de las LSDs (AZUL). ROJO, desde arriba: las
mutaciones en genes que codifican proteinas relacionadas con funciones lisosomales causan las LSDs, estas proteinas
mutadas se pueden degradar y retener en el ER, tener una glicosilacion anormal, y/o tener problemas en el trafico a tra-
vés del aparato de Golgi hasta el lisosoma. Las deficiencias en enzimas lisosomales causan acumulacion de sustratos
parcialmente degradados en el lisosoma, dando lugar a consecuencias secundarias en otras funciones celulares. AZUL,
desde arriba: cada estrategia terapéutica se focaliza en un evento distinto de la cascada de patogenicidad de las LSDs. (1)
La mutacién inicial en el gen puede ser corregida mediante terapia génica introduciendo una copia funcional de ese gen.
(2) La enzima mutante se puede estabilizar y evitar su degradacion, asi como incrementar su funcion residual mediante el
uso de chaperonas farmacoldgicas. (3) También se puede proporcionar directamente una copia funcional del enzima para
que se incorpore a las células afectadas, o se puede introducir esta como un precursor o incluso (4) puede ser secretada
por células trasplantadas que sean capaces de generar una proteina funcional (células de paciente modificadas o células
madre hematopoyéticas). Se puede reducir el acimulo de sustrato aumentando la exocitosis lisosomal, o bien (5) redu-
ciendo la sintesis de dicho sustrato. Finalmente, se puede actuar sobre las funciones celulares que se han visto afectadas
de forma secundaria (adaptada de Parenti et al, 2015a).

La mayoria de LSDs son de herencia monogénica autosdmica recesiva y se consi-
deran individualmente enfermedades raras debido a su baja incidencia. Esta incidencia
depende de la region geografica y la poblacion analizada, por lo que la informacion es
relativamente limitada y variable (Kingma et al, 2015; Platt et al, 2018). Globalmente, se
considera a la enfermedad de Gaucher como la LSD de mayor incidencia con 1 caso cada
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57.000 nacidos vivos, Yy la sialidosis con 1 caso cada 4.200.000 nacidos vivos es una de las
de menor incidencia (Ortolano et al, 2014). Sin embargo, al valorar la incidencia en conjunto
de las LSDs vemos que llega a ser de aproximadamente 1 caso cada 5.000 nacidos vivos
(Platt et al, 2018; Bonam et al, 2019).

La caracteristica comun que encontramos en las LSDs es el acumulo de macromolé-
culas en el lisosoma, pero este material acumulado difiere en cada enfermedad dependien-
do de cual sea la funcion de la proteina defectuosa. Las LSDs se pueden clasificar tanto por
la proteina defectuosa como por la naturaleza quimica del sustrato acumulado, siendo esta
ultima la clasificacién mas utilizada (Parenti et al, 2015a). En la Tabla 1 se listan las distintas
LSDs clasificadas segun el sustrato acumulado.

Aunque los lisosomas se distribuyen de forma ubicua en los distintos tipos celulares
del organismo, las manifestaciones clinicas de cada LSD seran diferentes. Esto es debido
a que un tipo celular concreto solo puede almacenar un sustrato y/o metabolito especifico
si se encarga de procesarlo o sintetizarlo en su funcién normal. Es por ello que el acumulo
se dara principalmente en aquellos tejidos y érganos en los que el reciclado de ese sustrato
sea mayor y la deficiencia de esa proteina tenga mayores consecuencias (Parenti et al,
2015a; Platt et al, 2018).

Las manifestaciones clinicas de las LSDs son muy variables, desde leves a severas
Yy, por ejemplo, en los pacientes se suelen encontrar alteraciones neuroldgicas, viscerales,
hematoldgicas, esqueléticas u oculares. Las LSDs provocan invalidez fisica y, en la ma-
yoria de casos, también neuroldgica, teniendo un gran impacto en la salud general de los
pacientes, llegando incluso a reducir su esperanza de vida (Parenti et al, 2015a).

2.1. Aproximaciones terapéuticas en las LSDs

Aunque en los ultimos afos ha habido un avance muy considerable en el desarrollo
de terapias para las LSDs, la mayoria siguen sin disponer de tratamientos efectivos al ser
enfermedades crénicas y con manifestaciones multiorganicas. En muchos casos los pa-
cientes aun siguen siendo tratados exclusivamente para paliar sus sintomas. Esta dificultad
en el desarrollo de tratamientos se ve mas agudizada en el caso de LSDs con alteraciones
neuroldgicas, debido a la dificultad para llegar al sistema nervioso central (CNS, del inglés
Central Nervous System) (Tabla 1) (Platt, 2018).

A continuacién, se exponen las principales estrategias terapéuticas en las que se ba-
san las actuales investigaciones para las LSDs (Figura 2, azul), enfatizando las LSDs con
afectacion neuroldgica.

2.1.1. Terapia génica

Con la terapia génica se pretende introducir una version funcional del gen afectado en
el paciente. Esta introduccion se hara mediante la inyeccién de virus adenoasociados (AAV,
del inglés Adeno Associated Viruses), retrovirus o lentivirus, bien de forma intravenosa o
directamente en el cerebro. De esta forma, tras la transcripcion y traduccion del gen intro-
ducido, la enzima obtenida llevara a cabo la funciéon hasta entonces deficiente (Figura 3).
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Ademas, esta enzima también podra ser secretada y capturada por otras células (mediante
receptores de manosa-6-fosfato), ya que es dificil que todas sean infectadas inicialmente
por los virus.

Binding to target
cell receptors
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/ trafficking to Nuclear entry
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Figura 3. Esquema del mecanismo de accion de la terapia génica. Una vez el virus llega a su célula diana es internalizado
y dirigido al nucleo. Una vez alli introduce su material genético que incluye, en este caso, el gen deficiente en la LSD que
se quiere tratar. De esta forma, la célula ya dispone del gen correcto, el cual se puede transcribir y traducir para obtener
la proteina activa sin ningun tipo de alteracion (Li et al, 2019b).

Las LSDs son buenas candidatas para la terapia génica al tratarse de enfermedades
monogeénicas. Ademas, su expresion enzimatica no esta sujeta a mecanismos de regulacion
muy complejos y con solo incrementarla ligeramente se pueden obtener beneficios clinicos
(Figura 4). Estos beneficios seran mucho mayores al aplicar la terapia de forma presinto-
matica o en las fases iniciales de la enfermedad, antes de que alteraciones irreparables se
hayan manifestado, y esto solo es posible si se realiza un rapido diagnéstico (Platt, 2018).
Sin embargo, también hay que tener en cuenta la limitacion de que algunos pacientes pre-
sentan anticuerpos contra el vector usado para la administracién de la terapia, por ello hay
investigaciones enfocadas en desarrollar nuevos vectores menos inmunogénicos.

Inicialmente, los beneficios de la terapia génica se limitaban mas a érganos periféri-
cos por la dificultad de atravesar la barrera hematoencefalica (BBB, del inglés Blood-Brain
Barrier). Sin embargo, el descubrimiento de que algunos serotipos, como AAV9 o AAVrh10,
se pueden administrar de forma intravenosa y corregir los sintomas periféricos al mismo
tiempo que atraviesan la BBB, ha permitido la exploracion de las inyecciones intravenosas
como una buena alternativa para tratar LSDs con afectaciones neurolégicas (Hocquemiller
et al, 2016).

Actualmente, ninguna LSD dispone de un tratamiento aprobado con terapia génica,
pero hay varios ensayos clinicos en marcha usando esta estrategia, como se puede ver en
la Tabla 1. Estos ensayos clinicos analizan la efectividad de la terapia génica por diferentes

INTRODUCCION 9



métodos, como en el caso de Sanfilippo Ay B en los que se usa inyeccién intravenosa del
AAV9 (NCT02716246; NCT04088734; NCT03315182), o la inyeccion intracerebral bien del
AAVrh10 (NCT01474343; NCT03612869) o del rAAV2/5 (NCT03300453).

High

Residual enzime activity

Threshold —

Normal Mild Intermediate Severe

Figura 4. Correlacion entre la actividad residual y el fenotipo de las LSDs. Se ha visto que, segun la actividad enzimatica
residual, el fenotipo puede ser mas o menos severo en las LSDs, y se ha especulado sobre la existencia de un limite
(threshold) de aproximadamente el 10% a partir del cual no habria sintomas de enfermedad (Parenti et al, 2015b).

2.1.2. Chaperonas farmacologicas

Las chaperonas son proteinas que encontramos en las células y que se encargan de
ayudar a otras proteinas a adquirir su correcta conformacion, ya que cuando se encuentran
mutadas o mal plegadas no son funcionales y pueden llegar a dificultar el funcionamiento
normal de la célula (Figura 5). Ese es el caso de muchas LSDs. En algunos casos, las
proteinas mal plegadas pueden evitar esta disfuncionalidad adquiriendo un correcto plega-
miento, aumentando asi su actividad a niveles suficientes para que se aprecien beneficios
clinicos (Figura 4) (Parenti et al, 2015b). Esta es la base de los tratamientos con chape-
ronas farmacoldégicas, en los que se usan compuestos con mayor capacidad para llevar a
cabo un correcto plegamiento de las enzimas afectadas (Figura 5).

La unica chaperona farmacoldgica aprobada para LSDs es el migalastat para la enfer-
medad de Fabry, que se aprobd en mayo de 2016. Sin embargo, esta solo indicado para un
subgrupo de pacientes con mutaciones respondedoras (Germain et al, 2016), comunmente
de cambio de sentido (missense), aunque también pueden ser pequefas inserciones o
deleciones que no alteren la pauta de lectura (Benjamin et al, 2017). Estas mutaciones res-
pondedoras son aproximadamente un 45% del total de mutaciones identificadas (Benjamin
et al, 2017). Para maximizar la mejora enzimatica de esta estrategia terapéutica se requiere
de dosis diarias, algo a destacar al tratarse de tratamientos con un elevado coste.

Como se ve en la Tabla 1, hay varias LSDs con ensayos clinicos basados en chape-
ronas farmacoldgicas, incluyendo algunas que tienen manifestaciones neurolégicas. Esto
es debido a que muchas de estas moléculas, incluyendo el migalastat, pueden llegar al
CNS y potencialmente reducir los sintomas neurolégicos. Ensayos clinicos para enferme-
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dades como Gaucher (NCT01463215, NCT03950050, NCT00465062; Narita et al, 2016)
o Tay-Sachs y Sandhoff (NCT01102686) analizan esta opcién (Parenti et al, 2015b; Platt,
2018; Platt et al, 2018).

Failure of molecular
chapercnes to
promote folding

Nucleus

M;L?Ldiﬁd Synthesis of

_ & N // 5 B prrgltJe?r?
~A

Rescue of
—  folding

reticulum (ER)
%\

Endoplasmic

ER retention

Aggregation

= / Improved
2)
Degradation //glycosylation
Defective and trafficking
/

Glycosylation
and trafficking

L \ —

Increased residual
)/ activity in lysosomes
Detective activity

in lysosomes » Molecular . Pharmacological
) ¢ chaperones chaperone (PC)

Golgi apparatus &
trans-Golgi network

@
X

Late endosomes
- lysosomes

Figura 5. Esquema del mecanismo de accion de las chaperonas farmacoldgicas. Cuando se sintetiza en el reticulo endo-
plasmatico (ER) una proteina mutante y las chaperonas moleculares endégenas no pueden ayudar a su correcto plega-
miento, el control de calidad (QC) de la célula inducira a su degradacion produciendo asi deficiencia de ese enzima en la
célula. Por otro lado, las chaperonas farmacolégicas tienen una mayor capacidad de ayudar en el plegamiento correcto
de esas enzimas, permitiendo asi que superen el QC y la enzima llegue a su destino subcelular concreto pudiendo tener
una actividad suficiente para obtener beneficios clinicos (Parenti et al, 2015b).

Sin embargo, a parte del elevado coste de este tratamiento, el inconveniente principal
de esta aproximacion terapéutica es que no resulta efectiva para todas las mutaciones des-
critas. Por ello, una estrategia que se esta estudiando actualmente es la terapia combinada
de chaperonas farmacolégicas con terapia de reemplazamiento enzimatico (Ishay et al,
2018).

2.1.3. Reemplazamiento enzimatico

La terapia de reemplazamiento enzimatico implica la administracion de la version fun-
cional del enzima deficiente de la LSD que se esta tratando. Normalmente se administra
esta enzima por via intravenosa desde donde llega a las células diana, a las que suele in-
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corporarse mediante los receptores de manosa-6-fosfato (Figura 6). Una vez en el interior,
esta enzima lleva a cabo su funcion, degradando asi el sustrato acumulado.

Figura 6. Esquema del funcionamiento de la terapia de reemplazamiento enzimatico (ERT). En una situaciéon normal (Wt),
la enzima lisosomal E (amarilla) llega al lisosoma y funciona correctamente, degradando su sustrato (S), obteniendo su
producto (P). En una situacion de LSD (LD), esta E es incapaz de llevar a cabo su funcién de degradacién, por lo que el
S se acumula dando lugar a la patologia. Cuando se tratan las células LD con ERT (LD+ERT), la enzima recombinante E*
(azul) marcada con manosa-6-fosfato (circulo naranja) se le suministra al paciente y sera endocitada por las células LD, y
como esta E* si es funcional, puede degradar el sustrato que hasta el momento se estaba acumulando en los lisosomas.
Si se quiere dirigir esta E* de forma especifica a un tipo celular (LD+targeted ERT), se puede marcar con anticuerpos
especificos que se unan a la superficie de esa célula, que acabara endocitando las E* que llevaran a cabo la funcion de
degradacion en el lisosoma como en el caso LD+ERT (Solomon & Muro, 2018).

Es la estrategia terapéutica mas extendida entre las LSDs: hay un total de 10 terapias
aprobadas para LSDs basadas en terapia de reemplazamiento enzimatico, y otros cinco en-
sayos clinicos basados en esta aproximacion terapéutica para otras LSDs (Tabla 1) (Parenti
et al, 2015a; Bonam et al, 2019). Pero, aunque esta siendo un tratamiento efectivo para
muchas LSDs, también tiene limitaciones.

Como muchas otras terapias, la de reemplazamiento enzimatico tiene un elevado
coste y debe ser administrada de forma frecuente para que la actividad enzimatica se man-
tenga en niveles 6ptimos. Ultimamente se ha intentado aumentar el tiempo de vida medio
de estas enzimas recombinantes y asi poder distanciar las dosis, reduciendo los costes y
haciéndola menos invasiva. También se esta intentando producir estas enzimas en plantas,
lo cual permite ajustar mas el coste de esta terapia. Sin embargo, actualmente el rango de
coste de la terapia de reemplazamiento enzimatico sigue siendo de 50.000-200.000 ddla-
res/afio (Solomon & Muro, 2018).

Otro obstaculo que encontramos en la terapia de reemplazamiento enzimatico son
las frecuentes respuestas inmunitarias de los pacientes tratados, que pueden tener con-
secuencias tanto en la efectividad del tratamiento como en la propia salud del paciente.
Se ha visto que pacientes con ciertos niveles endégenos de la enzima infundida presen-
tan mayor inmunotolerancia que aquellos que no tienen (Kishnani et al, 2010). Factores
como la similitud entre la enzima recombinante infundida y la endégena, el fondo genético
del paciente o su estado fisiopatolégico global, también influyen en esta inmunotolerancia.
Antihistaminicos, corticoides, antipiréticos o incluso la induccion de inmunotolerancia son
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diferentes estrategias que se estan llevando a cabo para evitar estas dificultades derivadas
del tratamiento (Solomon & Muro, 2018).

Por otro lado, en muchos casos también ocurre que la enzima recombinante adminis-
trada de forma intravenosa no es capaz de llegar a su tejido de destino. Este puede ser el
caso de enzimas que por no estar correctamente glicosiladas no pueden ser captadas por
los receptores de la célula diana, como se vio por ejemplo en el sindrome de Sanfilippo B
(Zhao & Neufeld, 2000). Por otro lado, ciertos tipos celulares tienen de por si niveles muy
reducidos de ciertos receptores que les dificultan poder captar estas enzimas circulantes,
como es el caso de los macréfagos en la enfermedad de Gaucher (Zhu et al, 2004), entre
otras.

Sin embargo, cabe destacar que la mayor limitacion que presenta la terapia de reem-
plazamiento enzimatico es que la enzima no puede atravesar la BBB (Bonam et al, 2019;
Solomon & Muro, 2018). Para algunas LSDs con afectaciones neuroldgicas hay terapia de
reemplazamiento enzimatico en ensayo clinico o ya aprobada (como Gaucher o Sanfilippo,
Tabla 1), pero esto no significa que el CNS se vea beneficiado tras el tratamiento, sino que
en muchos casos son Unicamente las manifestaciones somaticas las que presentan una
mejora (Solomon & Muro, 2018). Actualmente hay muchos esfuerzos puestos en supe-
rar este obstaculo, como aplicar modificaciones que permitan a estas enzimas atravesar
la BBB, o usar nanomateriales para su introduccion segura y eficiente directamente en
el CNS, como por ejemplo mediante inyecciones intracerebroventriculares o intratecales
(Bonam et al, 2019).

2.1.4. Terapia de células madre

La terapia de células madre se basa en introducir en el paciente células sanas que pue-
den repoblar ciertos tejidos y pasar a ser una fuente continua de enzimas funcionales. Estas
enzimas pueden ser secretadas al espacio extracelular y/o a la circulacion sanguinea, desde
donde pueden ser capturadas y endocitadas por las células afectadas, en las cuales llevaran
a cabo su funcién degradativa en sustitucion de la enzima defectiva (Figura 7).

A pesar del creciente conocimiento en biologia celular, solo la terapia de células ma-
dre basada en células madre hematopoyéticas tiene un recorrido notorio en cuanto a trata-
miento para LSDs. Clasicamente, esta terapia se ha aplicado usando células de donantes
sanos y haciendo un trasplante de médula ésea, un proceso muy invasivo. Como modali-
dad terapéutica, esta es una de las primeras terapias bioldgicas aplicadas en las LSDs con
éxito, siendo el primer paciente tratado un caso de MPS tipo | (Hurler) en 1981 (Hobbs et al,
1981). Sin embargo, la terapia de células madre hematopoyéticas clasica tiene numerosas
limitaciones, siendo la principal la identificacién de un donante compatible, asi como la in-
munosupresion del paciente tratado para evitar un rechazo del trasplante (Platt, 2018). Por
otro lado, algunas de las limitaciones que se comentaron en la terapia de reemplazamiento
enzimatico también son aplicables a esta estrategia, como que algunos tejidos tienen pocos
receptores que les permitan captar las enzimas circulantes, o la dificultad que estas pueden
tener para cruzar la BBB y tratar sintomas neuropaticos.
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Figura 7. Esquema del funcionamiento de la terapia de células madre. En las células afectadas (células LSD), las enzimas
endégenas no son funcionales y el sustrato se acumula dando lugar a la enfermedad. Células sanas (enzimaticamente
competentes) pueden crear un nicho en el organismo afectado y secretar continuamente enzimas funcionales que pueden
ser captadas y endocitadas por los receptores de las células LSD, como los receptores de manosa-6-fosfato. Estas enzimas
funcionales (amarillas) pueden llevar a cabo la funcion degradativa que la enzima enddgena no podia, y permitir asi que el
resto de enzimas correctos de las células LSD (verde) sigan con los procesos degradativos correspondientes (Biffi, 2017).

Con el tiempo, la fuente para realizar el trasplante de células madre hematopoyéticas
paso a ser el cordon umbilical y no la médula 6sea, y la mejor seleccidn de donantes y de
condiciones ha permitido reducir los efectos secundarios y aumentar la eficacia del trata-
miento. Actualmente el trasplante de células madre hematopoyéticas es la terapia basica
para pacientes con Hurler, y es eficaz para evitar la aparicion de sintomas neurolégicos
(Boelens et al, 2013), siendo mas util cuanto mas joven es el paciente, lo cual refuerza la
necesidad de un diagnéstico temprano.

Actualmente, el mayor avance que ha presentado esta terapia ha sido la aplicacion de
trasplantes autdlogos. En esta nueva estrategia, se aislan células hematopoyéticas proge-
nitoras del paciente a tratar, que seran modificadas ex vivo mediante terapia génica intro-
duciéndoles una copia sana del gen mutado. Asi, las propias células del paciente seran las
que produzcan y/o secreten la enzima sana, evitando muchos de los efectos secundarios
que presentaba el trasplante clasico, como el rechazo o la busqueda de donantes (Platt et
al, 2018).

Otros tipos de terapias de células madre estan aun siendo estudiadas y es necesaria
una mayor investigacion al respecto (Siddigi & Wolfe, 2016). Existe una gran variedad de
tipos de células madre con mucho potencial para tratar distintas enfermedades con afec-
tacion neuroldgica, como es el caso de las células madre neurales (Ho et al, 2010; Shiha-
buddin & Cheng, 2011). Estas han mostrado tener cierta eficacia en modelos animales,
pero aun no han sido aprobadas para tratar estas enfermedades (Jeyakumar et al, 2009;
Shihabuddin et al, 2004; Snyder et al, 1995). Futuras terapias basadas en células madre
pluripotentes inducidas (iPSCs, del inglés induced Pluripotent Stem Cells) podrian resultar
prometedoras.
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2.1.5. Terapia de reduccion de sustrato

El objetivo de la terapia de reduccion de sustrato (SRT, del inglés Substrate Reduc-
tion Therapy) es reducir la biosintesis del sustrato acumulado, de forma que asi se puedan
recuperar niveles normales de dicho sustrato en las células, ya que las enzimas mutantes
suelen tener en muchos casos actividad residual (Figura 8). Cuanto mayor sea la actividad
residual de las enzimas en los individuos tratados, mayores beneficios obtendran de un
tratamiento basado en SRT.

Healthy Affected after SRT

Figura 8. Esquema del principio tedrico de la SRT. Las células sanas (healthy) tienen un equilibrio entre la sintesis y la
degradacion del sustrato, mientras que aquellas células afectadas por una LSD (affected) tienen muy reducida la degra-
dacioén de dicho sustrato en comparacion a su sintesis, teniendo como consecuencia el acumulo de este y el desarrollo de
la enfermedad. La SRT tiene como objetivo reducir la sintesis del sustrato acumulado, de forma que se recupere de nuevo
el equilibrio entre sintesis y degradacion (imagen cedida por Isaac Canals Montferrer, tesis doctoral, 2015).

Las moléculas usadas como tratamiento son inhibidores de algunas de las enzimas
implicadas en la sintesis del sustrato que no puede ser degradado, pero nunca seran inhi-
bidores completos ya que niveles basales del sustrato que sintetizan son necesarios para
la supervivencia celular. El concepto fue inicialmente propuesto por Radin para tratar la
enfermedad de Gaucher (Radin, 1996), y ya actualmente las moléculas miglustat y eliglus-
tat estan aprobadas como SRT para tratar aquellos enfermos de Gaucher tipo 1 que no
responden a la terapia de reemplazamiento enzimatico, y miglustat también esta aprobada
para tratar pacientes de Niemann-Pick tipo C (Platt et al, 1996; Lachmann et al, 2004).
Ambas moléculas bloquean la glucosilceramida sintasa, inhibiendo asi el primer paso de la
sintesis de los glicoesfingolipidos y reduciendo su acumulo.

Normalmente las moléculas usadas para SRT son estables a temperatura ambiente,
se pueden administrar de forma oral, y debido a su pequefo tamafio no son inmunogénicas.
Ademas, algunas de estas moléculas, como el miglustat, pueden cruzar la BBB vy llegar al
CNS. Es por ello que el miglustat se usa también para frenar el progreso de los sintomas
neurolégicos, ademas de los somaticos, de enfermos con Niemann-Pick tipo C, aunque los
resultados son variables (Pineda et al, 2018).

Aunque la SRT presenta algunas ventajas respecto a la terapia de reemplazamiento
enzimatico, tiene también una menor eficacia y por eso no suele ser la primera opcion te-
rapéutica. Esta menor eficacia es debida, entre otras cosas, a una reduccion mas lenta del
sustrato acumulado, siendo un fendmeno mucho mas destacable en el CNS. Es por ello
que la terapia debe ser aplicada antes de que las manifestaciones clinicas sean claras, lo
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cual lleva a recalcar de nuevo la importancia de un diagndstico temprano. Por otro lado,
estas moléculas presentan otras limitaciones relacionadas con su metabolismo en el orga-
nismo. Por ejemplo, el miglustat causa diarrea osmoética, mientras que el eliglustat requiere
determinar primero la forma de citocromo P450 que tiene el individuo a tratar para evitar su
uso en metabolizadores ultra-rapidos porque no llegarian a dosis efectivas. Ademas, este
tratamiento, al igual que los nombrados en anteriores apartados, tiene un elevado coste
(Platt et al, 2018).

En teoria, la SRT podria ser desarrollada para todas las LSDs, pero hasta el momento
solo se han podido identificar moléculas inhibidoras especificas de la ruta biosintética de los
esfingolipidos. Existen otras moléculas que actualmente estan siendo evaluadas en ensa-
yos clinicos para distintas LSDs (Tabla 1).

El uso de RNA de interferencia (RNAI, del inglés RNA interference) para mediar la su-
presion de enzimas biosintéticas es una SRT que se esta explorando actualmente para tra-
tar algunas LSDs, ya que ha tenido éxito en otros campos como la diabetes o la oncologia
(Ramachandran & Ignacimuthu, 2013; McClorey & Wood, 2015). Se han llevado a cabo ex-
perimentos tanto en modelos celulares (Diaz-Font et al, 2006; Dziedzic et al, 2010; Kaidonis
et al, 2010) como en modelos animales (Clayton et al, 2014), con resultados prometedores.
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3. El sindrome de Sanfilippo

El sindrome de Sanfilippo es una LSD, concretamente una mucopolisacaridosis (MPS,
del inglés mucopolysaccharidosis) (Tabla 1), por lo que también es conocido como MPS IlI.
Las MPS en general se caracterizan por problemas en la degradacion de glucosaminogli-
canos (GAGs, del inglés glycosaminoglycans), y en cada MPS los GAGs acumulados son
diferentes (Tabla 1). En el caso del sindrome de Sanfilippo el GAG acumulado es el hepa-
ran sulfato (HS, del inglés Heparan Sulfate) (Andrade et al, 2015; Fedele, 2015; Neufeld &
Muenzer, 2001).

Esta es una enfermedad rara con un patrén de herencia monogénico autosémico re-
cesivo, y esta causada por mutaciones en genes que codifican enzimas implicadas en el
catabolismo del HS. Existen cuatro subtipos de este sindrome, dependiendo de cual sea la
enzima deficiente (Tabla 2). Estas enzimas fueron identificadas a finales del siglo pasado
(subtipo A: Kresse & Neufeld, 1972; subtipo B: O’'Brien, 1972; subtipo C: Klein et al, 1978;
subtipo D: Kresse et al, 1980), y posteriormente se identificaron los genes causantes (subti-
po A: Scott et al, 1995; subtipo B: Zhao et al, 1996; subtipo C: Fan et al, 2006 y HfebiCek et
al, 2006; subtipo D: Robertson et al, 1988). Todas estas enzimas son integrantes de la ruta
de degradacion del HS y la disminucién en su actividad causa la enfermedad, dando lugar
al acumulo de moléculas parcialmente degradadas de HS en los lisosomas y su excrecion
a los fluidos corporales (Neufeld & Muenzer, 2001).

Tabla 2. Subtipos del sindrome de Sanfilippo indicando la enzima deficitaria en la enfermedad, el gen causante y su locali-
zacion en el genoma, asi como el numero de mutaciones conocidas en ese gen y rango de la incidencia en Europa de cada
subtipo segun poblacion estudiada (adaptada de Andrade et al, 2015; Zelei et al, 2018; HGMD® Professional 2019.4).

Subtipo de Sanfilippo Enzima deficitaria Gen y locus I\ggfﬂla:(itti)dnaess Incidﬁgg!g(()cs:a‘ﬂ\a,gso)o.ooo

Sanfilippo A heparan-N-sulfatasa SGSH 138 0-162

(OMIM #252900) (EC:3.10.1.1) 17925.3 ’
Sanfilippo B a-N-acetilglucosaminidasa NAGLU 171 0-0.72

(OMIM #252920) (EC:3.2.1.50) 17921.2 :
Sanfilippo C heparan-a-glucosaminido HGSNAT 71 0-0 34

(OMIM #252930) N-acetiltransferasa (EC:2.3.1.78) 8p11.21 ’
Sanfilippo D N-acetilglucosamino GNS 25 0-0 1

(OMIM #252940) 6-sulfatasa (EC:3.1.6.14) 12914.3 ’

La incidencia conjunta del sindrome de Sanfilippo en Europa va desde 0,38 (Suiza) a
1,89 (Paises Bajos) casos cada 100.000 nacidos vivos, dependiendo de la poblacion estu-
diada (Khan et al, 2017). Si miramos los subtipos por separado, Sanfilippo Ay Sanfilippo B
son los mas comunes (Tabla 2) (Andrade et al, 2015; Khan et al, 2017; Zelei et al, 2018).

3.1. Heparan sulfato

El sindrome de Sanfilippo esta causado por una alteracion en la degradaciéon del HS
qgue tiene como consecuencia su acumulo en el interior y exterior celular. Es por ello que
conocer la funcién y dinamica celular de esta molécula nos puede ayudar a entender las
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consecuencias a nivel molecular de su acumulo, asi como a plantear posibles estrategias
terapéuticas o formas de diagndstico.

El HS es un tipo de GAG (anteriormente llamados mucopolisacaridos), que son largos
polisacaridos lineales formados por repeticiones de disacaridos y que normalmente tam-
bién contienen grupos sulfato, por lo que estan cargados de forma negativa (Morla, 2019).
Los GAGs forman parte de los proteoglicanos, que son proteinas altamente glicosiladas.
Un proteoglicano basico esta formado por una proteina central que tiene unidas una o mas
cadenas de GAGs mediante enlaces covalentes. Las cadenas de GAGs que forman un
proteoglicano pueden ser del mismo tipo o no. Algunos proteoglicanos se encuentran en la
matriz extracelular, mientras que otros se localizan en la membrana de las células o alma-
cenados en el interior (Esko et al, 2009; Kéwitsch et al, 2018). Los GAGs tienen muchas
funciones, las cuales dependen de cada subtipo de GAG (Morla, 2019). Existen 6 tipos de
GAGs, clasificados segun el disacarido que se repite (Figura 9).

Heparin Heparan sulfate
0SSOz OX OH (0):4
CO2 coy [ole”y
(¢] [¢] [e] O (0] (0] (6] (0]
COy
OH OH O\ OH OX OH OH OH OX
0S03” NHSO3” (0)4 NHY OH NHAc OoX NHY
Chondroitin-6-sulfate Dermatan sulfate
0S8035 OH
COy
O O
OH O
OH NHAc OoX NHAc OH NHAc OX NHAc
Keratan sulfate Hyaluronic acid
080y 0S05 OX OX OH
8/—0 o o o
HO, HQ,
"'.,o OH P OH
OH NHAc OH NHAc OH NHAc OH NHAc

Figura 9. Tipos de GAGs segun el disacarido que se repite. X=-OH 0 -OSO3-; Y= -Ac 0 -OSO3- (Kéwitsch et al, 2018).

Tanto la heparina como el HS estan compuestos por glucosamina, que puede estar
N-acetilada o N-sulfatada, unida mediante distintos enlaces a acidos urénicos, bien acido
idurénico o acido glucurénico. Concretamente, en el caso del HS el disacarido mas predo-
minante es el formado por el acido glucurénico y la N-acetilglucosamina (Kowitsch et al,
2018). ElI HS puede ser excretado de la célula, pero normalmente se encuentra formando
parte de los proteoglicanos de HS tanto en la superficie celular como en la matriz extra-
celular (Sarrazin et al, 2011). Los proteoglicanos de HS participan en muchas funciones
celulares diferentes, como adhesién celular y movilidad, formacién de la matriz extracelular,
reconocimiento de diferentes factores como receptores o correceptores, secrecion de ve-
siculas, transporte y presentaciéon de quimiocinas, o secuestro de factores de crecimiento
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y morfogenos (Bishop et al, 2007; Li & Kusche-Gullberg, 2016; Sarrazin et al., 2011). Estas
son funciones fundamentales en el desarrollo y la homeostasis, lo cual queda reflejado por
el hecho de que los proteoglicanos de HS se encuentran presentes en todas las especies
de vertebrados e invertebrados conocidas (De Pasquale & Pavone, 2019; Li & Kusche-Gu-
liberg, 2016).

3.1.1. Biosintesis

Para que se inicie la sintesis del HS, es necesario disponer de una proteina central
que sirva de estructura para el proteoglicano de HS. La cantidad disponible de estas pro-
teinas centrales puede ser un factor limitante en la biosintesis del HS. Una vez se dispone
de una proteina central, el primer paso de la sintesis del HS se da en el reticulo endoplas-
matico, mientras que el resto del proceso se llevara a cabo en el aparato de Golgi. Todas
las enzimas implicadas en la sintesis del HS, excepto una sulfotransferasa, son proteinas
transmembrana.

El proceso de biosintesis del HS empieza con la adicidn a la proteina central de un te-
trasacarido de unién formado por xilosa (Xyl)- galactosa (Gal)- galactosa- acido glucurénico
(GlcA), mediante la O-glicosilacion de un residuo de serina (Ser) de dicha proteina central,
dando lugar a GlcA-Gal-Gal-Xyl-O-Ser, quedando el GIcA en el extremo reductor. Esta accion
esta llevada a cabo de forma secuencial por diferentes enzimas: XYLT1/XYLT2, GalT-1, GalT-
2 y GIcAT-1 (De Pasquale & Pavone, 2019) (Figura 10). Este tetrasacarido es comun en di-
ferentes GAGs: HS, condroitin sulfato, dermatan sulfato y heparina, y puede sufrir diferentes
modificaciones que lo encaminen a ser un GAG u otro (Kreuger & Kjellén, 2012).

Si el tetrasacarido formado va a dar lugar al GAG HS, el siguiente paso implica la
elongacion de la cadena, que esta mediada por glicosiltransferasas de la familia de las
exostosinas (EXTs). Hay cinco genes que codifican las proteinas EXT en mamiferos: EXT1,
EXT2, EXTL1 (EXTL de EXT-like), EXTL2 y EXTL3. El primer paso en la elongacién de la
cadena del HS lo llevan a cabo las proteinas EXTLs, y consiste en la adicion de una N-ace-
tilglucosamina (GIcNAc) al acido glucurdnico (GlcA) del tetrasacarido de unién inicial. A con-
tinuacion, la elongacion sigue por la accion de EXT1 y EXT2, que anaden de forma alterna
unidades de GIcA y GIcNAc. Al mismo tiempo que se lleva a cabo la elongacién, este poli-
mero va sufriendo diferentes modificaciones producidas por una epimerasa y cuatro tipos
diferentes de sulfotransferasas que lo acabaran convirtiendo en un polisacarido complejo
con residuos de glucosamina N-acetilada y N-sulfatada, unidades de GIcAy acido iduréni-
co, y otros grupos O-sulfatados en diferentes posiciones (Bishop et al, 2007; Busse-Wicher
et al, 2014; Kreuger & Kjellén, 2012; Zhang et al, 2016) (Figura 10).

Como podemos ver, las proteinas de la familia de las EXTs son las que actuan de for-
ma especifica en la formacion del HS, ya que el tetrasacarido de uniéon es comun con otros
GAGs. Es por ello, que estos cinco genes que las codifican son clave en la sintesis del HS.
Estos genes se expresan de forma ubicua en todos los tejidos excepto EXTL1, cuya expre-
sion se limita a tejido esquelético, cerebro, piel y corazén (Busse-Wicher et al, 2014). Ade-
mas, su funcion aun no ha sido del todo esclarecida, aunque se detecté que tenia actividad
N-acetilglucosamina transferasa | (GIcCNAc-T]1) in vitro (Kim et al, 2001), es decir, la capacidad
de iniciar la elongacion (Figura 11). De momento tampoco existe ningun modelo animal defi-
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Figura 10. Esquema de la estructura y biosintesis del HS. Se muestran de forma simplificada los pasos para la sintesis
del HS y las enzimas implicadas. La estructura del HS es variable, por lo que se muestra un ejemplo aleatorio. Xyl= xilosa,
Gal= galactosa, GIcA= acido glucurénico, GlcNAc= N-acetilglucosamina, IdoA= &cido idurénico, NS= N-sulfatacion, 6S=
6-O-sulfatacion, 2S5=2-O-sulfatacion, 3S= 3-O-sulfatacion y Ser= serina (Kreuger & Kjellén, 2012).

ciente en este gen ni se ha notificado ningun caso de mutaciones que causen enfermedad en
humanos, por lo que su funcién in vivo aun no ha podido ser del todo esclarecida. Sin embar-
go, estos hechos podrian sugerir que la pérdida de funcion de EXTL1 es letal.

En lo que se refiere a la proteina EXTL2, ha demostrado tener dos actividades trans-
ferasas: puede transferir al tetrasacarido de unién tanto N-acetilglucosamina (actividad Glc-
NAc-TIl) como N-acetilgalactosamina (actividad GalNAc-T) (Kitagawa et al, 1999; Okada
et al, 2010), aunque solo se ha visto in vitro (Figura 11). El significado de su actividad Gal-
NAc-T es dificil de entender ya que el producto no es un aceptor de otras glicosiltransfera-
sas implicadas en la sintesis de GAGs. Por otro lado, la actividad GIcNAc-TI es clave para
el inicio de la polimerizacion especifica del HS, pero en el caso de EXTL2 esta actividad
solo se ha detectado in vitro y de forma muy leve. De hecho, se ha visto que EXTL2 trans-
fiere con mucha mas eficiencia GalNAc que GIcNAc a un tetrasacarido de unién sintético
(Kitagawa et al, 1999; Pedersen et al, 2003), por lo que su funcidén podria ser diferente a la
de iniciar la sintesis especifica del HS.
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Figura 11. Esquema de las diferentes actividades glicosiltransferasas implicadas en la elongacion de la cadena del HS.
Una vez se ha afadido el tetrasacarido de union a la Ser de la proteina central (derecha) actua la primera glicosiltrasfe-
rasa con actividad GIcNAc-TI para anadir la primera GIcNAc. A continuacion, GIcA y GIcNAc son incorporadas de forma
alterna por glicosiltransferasas con actividad GIcA-TIl o GIcNAc-TII. Si en el tetrasacarido de unién, en vez de afadirse
una GIcNAc, se afiade GalNAc por transferasas con actividad GalNAc-T, la elongacién de la cadena se vera interrumpida,
aunque cabe destacar que esta actividad solo se ha detectado in vitro (Busse-Wicher et al, 2014).

Respecto a las posibles funciones de EXTL2, en un estudio en el que usaban fibro-
blastos de ratén deficientes en EXT1 se sugiri6 que EXTL2 era la enzima encargada de
iniciar la elongacion del HS con su actividad GIcNAc-TI, para que EXT2 siguiera con la
elongacion (Okada et al, 2010). Sin embargo, en otro trabajo propusieron que EXTL2 podria
actuar como supresor de la sintesis de HS en el higado de modelos de ratén, ya que vieron
que la adicion de GIcNAc por parte de EXTL2 a un tetrasacarido de union que contenia una
Xyl fosforilada impedia la elongacion (Nadanaka et al, 2013b). Ademas, las células del hi-
gado de los ratones deficientes en EXTL2 producian significativamente mas HS durante su
regeneracion, aunque eran totalmente viables (Nadanaka et al, 2013a). En conjunto, todos
estos estudios que intentan dilucidar la funcién de EXTLZ2 en la célula podrian indicar que
el papel de EXTL2 es la regulaciéon de la sintesis del HS especifica de tipo celular. Cabe
tener en cuenta también el estudio en los que mediante el uso de shRNAs se inhibe la ex-
presion del gen EXTL2 como aproximacion terapéutica basada en SRT para el sindrome
de Sanfilippo (Kaidonis et al, 2010). En estos estudios, tras esta inhibicion se detectaba
una reduccion considerable del acumulo de GAGs, lo cual indica la implicacién de EXTL2
en su biosintesis y no tanto en su inhibicion. Se requerira de estudios mas especificos para
resolver exactamente cual es la funcion de esta proteina en la sintesis del HS (revisado en
Busse-Wicher et al, 2014).

Por otro lado, la proteina EXTL3 tiene dos actividades glicosiltransferasas: puede
transferir N-acetilglucosamina tanto al tetrasacarido de unién (GIcNAc-TI) como durante
la elongaciéon (GIcNAc-TII) (Figura 11), aunque esta ultima solo se ha detectado in vitro
(Kim et al, 2001). En un estudio con células de mamiferos inhibieron mediante siRNAs la
expresion de EXTL3, y esto dio lugar a cadenas mucho mas largas de HS. Se dedujo que
EXTL3 esta principalmente implicada en la iniciacion de la sintesis especifica de HS, ya que
tras su inhibicién se reducen los sitios de inicio y las proteinas implicadas en la elongacion
de las cadenas siguen afiadiendo residuos en las cadenas ya creadas, haciéndolas mas
largas (Busse et al, 2007). Otra opcién para la presencia de estas cadenas de HS mas lar-
gas seria la implicacion de EXTL3 en la finalizacién de la elongacién, aunque ningun otro
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estudio refuerza esta opciéon. Sin embargo, si se ha podido comprobar experimentalmente
que el modelo murino deficiente en el gen EXTL3 no es compatible con la vida por no poder
generar HS (Takahashi et al, 2009), sugiriendo que esta enzima es clave en la iniciacion de
la sintesis del HS (Figura 10). Ademas, recientemente se han relacionado mutaciones en
EXTL3 con alteraciones neuroldgicas, del desarrollo, inmunitarias y esqueléticas (Oud et al,
2017; Volpi et al, 2017).

Las proteinas EXT1 y EXT2 son enzimas bifuncionales con capacidad de incorporar
a la cadena de HS tanto acido glucurénico (actividad GIcA-TIlI) como N-acetilglucosamina
(actividad GIcNAc-TII) (Figura 11), por lo que estan implicadas en la elongacion de las cade-
nas de HS (Lind et al, 1998; McCormick et al, 2000; Senay et al, 2000) (Figura 10). Ambas
enzimas son necesarias in vivo ya que se ha visto que la delecion de cualquiera de los dos
genes en modelos murinos no es compatible con la vida (Lin et al, 2000; Stickens et al,
2005). Ademas, en humanos las mutaciones en alguno de los alelos de los genes EXT1 o
EXT2 dan lugar a exostosis multiple, una enfermedad autosdbmica dominante caracterizada
por deformidades 6seas con riesgo de transformacion maligna (revisado en Pacifici, 2017).
Muy posiblemente, mutaciones en ambos alelos también sean incompatibles con la vida en
humanos.

3.1.2. Degradacion

La degradacion de los proteoglicanos de HS se inicia en la matriz extracelular con la
secrecion de heparanasa y la posterior internalizacion de los restos, y acaba en el interior
del lisosoma, donde actuaran diferentes enzimas (Figura 12) (Griffin & Gloster, 2017).

La heparanasa es una endoglucuronidasa que actua tanto a nivel extracelular como
intracelular y se encarga de los primeros pasos de la degradacion de los proteoglicanos de
HS, rompiendo las cadenas de HS en fragmentos mas pequefos para facilitar los siguien-
tes pasos en su procesamiento. Estos fragmentos mas pequefios son transportados hasta
el lisosoma mediante endocitosis, donde distintas enzimas llevaran a cabo la completa de-
gradacion del HS (Figura 12) (Griffin & Gloster, 2017).

Dado que son objeto de estudio en este trabajo cabe destacar, por un lado, la cuarta
enzima implicada en esta degradacion, llamada HGSNAT. Esta es la unica enzima liso-
somal que no es una hidrolasa, sino una acetilasa que toma el grupo acetil del acetil-CoA
presente en el citoplasma y lo transfiere a la cadena del HS presente en el lumen lisosomal
(Klein et al, 1978). Mutaciones en esta enzima dan lugar al sindrome de Sanfilippo tipo C.
Por otro lado, tras la acetilacion de la cadena de HS por parte de HGSNAT, la quinta enzima
implicada en la degradaciéon es NAGLU, cuya deficiencia causa el sindrome de Sanfilippo
B. La enzima NAGLU se encarga de hidrolizar la N-acetilglucosamina terminal de la cadena
del HS que se esta degradando (O’Brien, 1972). Tres enzimas mas han de actuar tras la
accion de NAGLU para completar la degradacion del HS, por lo que, si alguno de los pasos
de esta cascada de accion falla, el HS no puede ser correctamente degradado y se llevara
a cabo su acumulo causando alguna de las enfermedades mostradas en la Figura 12.
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Figura 12. Pasos y enzimas implicadas en la degradacion del HS en el lisosoma. En cuadros rojos se muestran las enfer-
medades asociadas a la deficiencia de la enzima implicada en ese paso de la degradacién (Fenzl et al, 2015).

3.2. Clinica

El sindrome de Sanfilippo es una enfermedad multisistémica, pero con una conside-
rable variabilidad clinica. La caracteristica comun y mas destacable de este sindrome es la
degeneracion progresiva que sufre el CNS desde los primeros afios de vida de los pacien-
tes. Las manifestaciones somaticas también se encuentran presentes en los individuos con
Sanfilippo, pero son comparativamente menos agresivas clinicamente (Wagner & Northrup,
2019).

Aunque la afectacion que sufre el CNS es el sintoma clinico mas caracteristico de esta
enfermedad, el desarrollo temprano de estos pacientes suele ser relativamente normal. Los
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sintomas neuroldgicos aparecen entre los 2 y los 6 afios de edad y el desarrollo se ve es-
tancado dando paso a un progresivo deterioro motor y cognitivo. Por ejemplo, si el paciente
habia aprendido a hablar, esta capacidad ira degenerando hasta su total pérdida entre los
diez y quince afos (Wagner & Northrup, 2019). Caracteristicas como hiperactividad, com-
portamiento agresivo o problemas de suefio acompafian a este profundo retraso mental, y
todas ellas se agravan progresivamente hasta
la muerte de los pacientes (Valstar et al, 2008).
Este deterioro del CNS también va acompa-
nado de afectaciones somaticas leves, como
excesivo vello (hirsutismo), piel dura y gruesa,
hepatoesplenomegalia leve, rigidez articular,
disfagia (dificultad al tragar), hipoacusia grave
y, en algunos casos, diarrea. Las infecciones
del tracto respiratorio son comunes debido a
una respiracion anormal consecuencia de la
neurodegeneracion y un drenaje ineficiente.
Muchos individuos presentan también afec-
taciones esqueléticas leves, como escoliosis,
dolicocefalia (craneo estrecho), macrocefalia,
o rasgos faciales gruesos que se hacen mas
evidentes conforme los GAGs se acumulan en

los tejidos. Otros dismorfismos pueden incluir Figura 13. Pacientes de Sanfilippo A (izquierda) y
. . Sanfilippo B (derecha). Ambas pacientes tienen 7

un engrosamiento de alas nasales o los labios, afos, y en el momento de la imagen muchos de
. : los sintomas somaticos caracteristicos de la enfer-
asi como de las orejas o la Iengua (macroglo' medad eran ya visibles, y el deterioro cognitivo era

sia) (Neufe|d & Muenzer’ 2001 : Wagner & Nor- cada vez mas evidente. (Neufeld & Muenzer, 2001).
thrup, 2019). El aspecto tipico de pacientes de
Sanfilippo se puede ver en la Figura 13.

Los distintos subtipos de Sanfilippo muestran sintomas muy similares, pero la severi-
dad clinica de cada paciente es muy variable, no solo entre los distintos subtipos sino tam-
bién entre miembros de una misma familia (Berger-Plantinga et al, 2004; Valstar et al, 2010;
Verhoeven et al, 2010). Tipicamente se ha descrito a los individuos con Sanfilippo A como
los que tienen una progresién mas rapida y severa de la enfermedad, aunque actualmente
los pacientes de Sanfilippo en global se clasifican en casos severos, intermedios o atenua-
dos, dependiendo de la severidad de sus sintomas (Valstar et al, 2010).

La esperanza de vida de estos enfermos se encuentra considerablemente reducida en
comparacion a la poblacion sana. Suelen morir entre la segunda y la tercera década de vida
debido a sus problemas neurolégicos o, en muchos casos, a infecciones del tracto respira-
torio (Lavery et al, 2017). Excepcionalmente, individuos que presentan una progresion mas
lenta de la enfermedad pueden llegar a vivir mas anos (Verhoeven et al, 2010).

3.3. Genética

En la Tabla 2 se puede ver un resumen de los distintos subtipos del sindrome de San-
filippo incluyendo la enzima deficitaria en la enfermedad, el gen causante y su localizacion
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en el genoma, asi como el numero de mutaciones conocidas en ese gen y la prevalencia de
cada subtipo. A continuacion, se incluye con mas detalle la descripcién genética y molecular
de los subtipos B y C del sindrome, que son objeto de estudio de este trabajo.

3.3.1. Subtipo B

El sindrome de Sanfilippo tipo B o MPS IIIB (OMIM #252920) esta causado por muta-
ciones en el gen NAGLU, que codifica la a-N-acetilglucosaminidasa (NAGLU, EC:3.2.1.50),
una enzima lisosomal que se encarga de uno de los pasos de la degradacion del HS. La
incidencia en Europa de este subtipo de Sanfilippo va desde 0 a 0,71 casos cada 100.000
nacidos vivos segun el pais, siendo el segundo subtipo mas frecuente tras el A (Zelei et al,
2018).

El gen NAGLU esta situado en el cromosoma 17921.2 (Zhao et al, 1996) y tiene 6 exo-
nes en sus 8,21 Kb (Figura 14). Hasta el momento se han descrito 171 mutaciones en este
gen, causantes del sindrome de Sanfilippo B (HGMD® Professional 2019.4). La mayoria
de las mutaciones descritas son de cambio de sentido (missense), pero también hay casos
de mutaciones sin sentido (nonsense), deleciones, inserciones o mutaciones de splicing.
Las frecuencias alélicas de las distintas mutaciones son muy bajas, por lo que la mayoria
de mutaciones son unicas para cada familia. La heterogeneidad alélica contribuye a la
gran variabilidad clinica del sindrome de Sanfilippo B (Valstar et al, 2008). La existencia de
numerosos polimorfismos que pueden modificar la severidad de la enfermedad dificulta la
prediccién del fenotipo en base al genotipo, aunque se cree que mutaciones como p.F48L,
p.G69S, p.S612G y p.R643C estan mas asociadas con casos menos graves (Yogalingam &
Hopwood, 2001). Incluso se ha visto cierta correlacién entre mutaciones missense y fenoti-
pos atenuados, en comparacion con mutaciones nonsense que se asocian mas a fenotipos
severos (Moog et al, 2007).

8.21 kb Forviard strand e
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Figura 14. Estructura del gen NAGLU, con 8,21 Kb de longitud y 6 exones (www.ensembl.org).

La enzima NAGLU (O’Brien, 1972) se encarga de la hidrolisis del enlace entre la
N-acetilglucosamina y el acido urénico, dos sacaridos en el extremo del HS (Figura 15A).
Es un enzima con 720 aminoacidos, 6 posibles sitios de N-glicosilacion (N261, N272, N435,
N503, N526 y N532), y tres dominios estructurales diferenciados (Figura 15B). Se ha visto
que tiene tendencia a oligomerizar formando homotrimeros simétricos que se mantienen
principalmente por interacciones hidrofobicas y electroestaticas. En estos homotrimeros,
el sitio catalitico, en el que destacan dos glutamatos (E316 y E446), queda mirando hacia
afuera del eje de simetria (Birrane et al, 2019).

Hasta el momento ha sido generado un modelo de ratén del sindrome de Sanfilippo
B, que fue obtenido mediante la disrupcidon del exén 6 del gen ortélogo Naglu y mostraba
sintomatologia similar a la presentada en la enfermedad humana, como acumulo de HS
en diferentes tejidos, acumulacion secundaria de gangliésidos, vacuolizacion en diferentes
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Figura 15. Descripcion de la enzima NAGLU. (A) Esquema de la reaccion enzimatica llevada a cabo por la enzima
NAGLU, que hidroliza el enlace que une la N-acetilglucosamina con el acido urénico en el extremo terminal del HS. S=
sulfato, N= cualquier sustituyente (hidrogeno, acetato, etc.) (adaptado de Lawrence et al, 2012). (B) Estructura terciaria de
los monémeros de NAGLU, con los 3 dominios. El dominio | (cyan) esta localizado bajo el bolsillo catalitico con dos hojas
B insertadas entre el dominio catalitico Il (morado) y el dominio Il de hélices a (rosa). Los glutamatos cataliticos E316
y E446 vy las glicosilaciones se muestran en gris y verde, respectivamente. Se han omitido 310 hélices para una mayor
claridad (Birrane et al, 2019).

tipos celulares, pérdida de audicidon y menor esperanza de vida (Li et al, 1999). Por otro
lado, también se han descrito otros casos de modelos animales naturales para el sindrome
de Sanfilippo B, como perros Schipperke que sufrian de temblores y tropiezos continuos y
que al analizarlos con detenimiento manifestaron un profundo deterioro neurolégico causa-
do por deficiencia en la enzima Naglu (Ellinwood et al, 2003; Raj et al, 2020). Otro caso de
aparicion natural fue en dos emus (Dromaius novaehollandiae) que mostraban también de-
terioro motor, baja actividad de Naglu y acumulo de HS en diferentes tejidos. A este modelo
aviar se le realizé un diagndstico molecular detectando una delecion de 2 pares de bases
en el exon 6 (c.1098-1099delGG) (Aronovich et al, 2001). Cabe destacar que, aunque los
modelos animales descritos muestren alteraciones del CNS, no presentan neurodegenera-
cion similar a la de los humanos, un fenotipo crucial.

3.3.2. Subtipo C

El sindrome de Sanfilippo tipo C o MPS IlIC (OMIM #252930) esta causado por mu-
taciones en el gen HGSNAT, que codifica la heparan-a-glucosaminido N-acetiltransferasa
(HGSNAT, EC:2.3.1.78), una enzima transmembrana lisosomal que se encarga de uno de
los pasos de la degradacion del HS. La incidencia en Europa de este subtipo va desde 0 a
0,34 casos cada 100.000 nacidos vivos segun el pais, y es el tercer subtipo mas frecuente,
tras el Ay el B (Zelei et al, 2018).

El gen HGSNAT esta situado en 8p11.21 (Fan et al, 2006; Hrebicek et al, 2006) y
contiene 18 exones en sus 62,39 Kb (Figura 16). Hasta el momento se han descrito 71
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mutaciones causantes de este sindrome (HGMD® Professional 2019.4), siendo el 40% del
total las missense, y el 36% las de splicing y las nonsense, aunque también hay descritas
algunas deleciones, inserciones, indels y reordenamientos complejos. Aunque la incidencia
de este sindrome es muy baja, segun la poblacion estudiada si que se han descrito ciertas
mutaciones que son mas prevalentes, como la ¢.852-1G>A que representa un 30% de los
alelos causantes de Sanfilippo C en ltalia (Fedele et al, 2007), la ¢.525dupT que es la mu-
tacion predominante en Portugal (62.5% de los alelos) (Coutinho et al, 2008), o la p.R344C
(22%) y la p.S518F (29.3%) que se encuentran con mas frecuencia en Holanda (Ruijter et
al, 2008). La mutacion ¢.372-2A>G se encontrd en cuatro pacientes espanoles, asi como la
mutacion ¢.234+1G>A, que se encontrd en una familia espanola y otra marroqui (Canals et
al, 2011), y posteriormente en dos pacientes turcos, hipotetizando asi un origen peri-medi-
terraneo de la mutacion (Ouesleti et al, 2017). No se han establecido relaciones entre el ge-
notipo y el fenotipo, aunque probablemente las mutaciones p.G262R y p.S539C se asocien
con fenotipos mas atenuados y de aparicion mas tardia (Ruijter et al, 2008).
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Figura 16. Estructura del gen HGSNAT, con 62,39 Kb de longitud y 18 exones (www.ensembl.org).

La enzima HGSNAT (Klein et al, 1978) cataliza la acetilacion de los residuos de gluco-
samina terminales del HS (Figura 17A), antes de su hidrdlisis por parte de la enzima NAGLU.
Es una enzima con 635 aminoacidos y 11 dominios transmembrana. Los 42 aminoacidos
del N-terminal forman un péptido sefial para promover su integracidén en la membrana como
un unico precursor de 62 KDa que de forma postraduccional se separara en una cadena a
de 27 KDa, dos sitios de glicosilacion y ningun segmento transmembrana, y una cadena 3
de 44 KDa, tres sitios de glicosilacion y los 11 segmentos transmembrana. El primer loop
citosolico contiene una sefal de localizacion intracelular para su integracién en la membra-
na lisosomal (ETDRLI209) (Figura 17B y 17C) (Fan et al, 2011; Fedele et al, 2018). Poco se
conoce acerca de qué proteinas lisosomales interaccionan con HGSNAT para su correcto
transporte y funcién. Sin embargo, en un estudio reciente se ha demostrado la interaccion
de HGSNAT con ALIX, una proteina relacionada con el transporte vesicular, demostrando
también la presencia de HGSNAT en exosomas (Figura 17B) (Fedele et al, 2018).

En el caso del sindrome de Sanfilippo C no se ha descrito ningun modelo natural
hasta el momento, pero recientemente si que se han generado dos modelos murinos para
esta enfermedad. El primero se obtuvo mediante inactivacién del gen Hgsnat en la linea
germinal. Los ratones resultantes manifestaban reduccion de su memoria, problemas al
caminar y retencion urinaria; también se observé acumulo de HS en diferentes tejidos, asi
como disfuncion energética en el CNS por problemas en las mitocondrias (Martins et al,
2015). Por otro lado, se genero otro nuevo modelo en el que se interrumpia el gen Hgsnat
de forma dirigida y, mediante la incorporacion del gen LacZ detras de su promotor, se es-
tudio su expresion. Se comprobd que Hgsnat se expresa principalmente en el CNS, pero
también en otros érganos periféricos. En el modelo se detectaron sintomas tipicos de la en-
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Figura 17. Descripcion de la enzima HGSNAT. (A) Esquema de la reaccion enzimatica llevada a cabo por la enzima HGS-
NAT, en la que acetila los residuos de glucosamina terminales del HS. S= sulfato, N= cualquier sustituyente (hidrégeno,
acetato, etc.) (adaptado de Lawrence et al, 2012). (B) Alineamiento esquematico de HGSNAT, en el que arriba se muestra
la localizacion del péptido sefal (SP), la cadena a, la cadena B, la secuencia para la integracion en la membrana lisoso-
mal (ETDRLI209), y la supuesta secuencia de unién ALIX para su localizacion en vesiculas extracelulares (LYPVVDVK-
GL566); abajo se muestra la distribucion de los dominios del lumen lisosomal, transmembrana, o del citoplasma (Fedele
et al, 2018). (C) Representaciéon esquematica de la enzima HGSNAT en base a la distribucion de sus distintos dominios.

fermedad de humanos, como acumulacion de GAGs, distension y disfuncion lisosomal, asi
como neuroinflamacion, alteraciones en el sistema motor y una reduccion en la esperanza
de vida (Marcé et al, 2016). Sin embargo, como pasaba con los modelos animales para el
sindrome de Sanfilippo B, en ningun caso se ha descrito que estos ratones presenten una
neurodegeneracion similar a la de los humanos.

3.4. Diagnostico

El diagndstico de un caso del sindrome de Sanfilippo en una familia sin antecedentes
suele empezar en el momento que hay sospechas clinicas, y esto no siempre es rapido ya
que, como se ha mencionado anteriormente, la aparicion de los sintomas es entre los 2 y
los 6 afios y, al ser una enfermedad poco frecuente, es dificil encontrar un clinico familiari-
zado con ellos.

Como norma general, cualquier nifio entre 6 meses y 10 afios que sufra un primer
periodo de desarrollo normal pero que llegado cierto momento se estanque y estas habili-
dades previamente adquiridas se vayan perdiendo, se deberia considerar un posible caso
de LSD (Platt et al, 2018). Tras esta primera sospecha, las pruebas diagndsticas deben ir
dirigidas hacia el grupo de trastornos que presentan sintomas clinicos similares al del pa-
ciente que esta siendo evaluado.

En el caso de que haya sospecha de MPS, el diagndstico suele empezar con un ana-
lisis de los niveles de GAGs en orina. El método mas frecuente para realizar esta medida
es el del 1,9-dimethylmethylene blue (DMMB). Este compuesto se une a los GAGs de la
orina y luego se puede cuantificar el complejo por espectrofotometria a 520 nm (Barbosa
et al, 2003). Cualquier aumento en los niveles normales de GAGs confirmara que se trata
de una MPS, pero se debera hacer un analisis mas detallado para saber qué GAGs se
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estan acumulando. Para ello, existen opciones
como la electroforesis de acetato de celulosa de
alta resolucion, que permite separar e identifi-
car los GAGs presentes en muestras de orina,
o también el uso de geles de poliacrilamida. La
presencia mayoritaria de HS como GAG acumu-
lado enfocara el diagnéstico hacia el sindrome
de Sanfilippo (Fedele et al, 2015), sin indicar el
subtipo especifico de la enfermedad. El diag-
nostico definitivo normalmente se obtiene tras
el analisis de actividad enzimatica de las dife-
rentes enzimas relacionadas con el sindrome
de Sanfilippo, bien en plasma, leucocitos o fi-
broblastos. Los niveles de actividad se expresan
como cantidad de sustrato procesado por mili-
gramo de proteina total por unidad de tiempo, y
siempre se comparan con una muestra control.
Los niveles de actividad de la enzima deficiente
son siempre inferiores al 15% en comparacion
a la del control (Andrade et al, 2015; Platt et al,
2018).

Sin embargo, en la actualidad se estan
desarrollando métodos basados en la espectro-
metria de masas en tandem (también conocida
como MS / MS) para la identificacion de oligo-
sacaridos especificos que se acumulan como re-
sultado de una deficiencia enzimatica especifica
(Oguma et al, 2007). El estudio mas reciente al
respecto combina la cromatografia liquida con la
MS / MS para analizar la naturaleza unica del re-
siduo final no reductor del GAG acumulado ante
la deficiencia de una enzima particular en la ruta
(Figura 18) (Lawrence et al, 2012).

Tras tener la informacién acerca de cual
es la enzima deficiente en el paciente, se puede
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Figura 18. Diagrama para el diagnostico sistema-
tico de MPSs. Se analizan los glicanos de los fina-
les no reductores (NRE) de los GAGs de la mues-
tra analizada. El criterio de deteccion se basa en
el tamaino de los NRE, el valor m/z (masa entre
carga), y aspectos estructurales (numero de ace-
tatos (Ac) o sulfatos (S)) (Lawrence et al, 2012).

realizar un diagnostico genético basado en el analisis de DNA para obtener informacion
acerca de la mutacién causante. El andlisis clasicamente se ha llevado a cabo mediante
el disefio de oligonucleotidos primers que permitan la amplificacion de exones y regiones
flanqueantes usando la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés
polymerase chain reaction) sobre DNA gendmico. Los productos se secuencian posterior-
mente y se comparan con una secuencia control. El reciente desarrollo de las tecnologias
de next-generation sequencing permite la identificacion de nuevas variantes genéticas de
importancia incierta, y también podria expandir el fenotipo clinico de las LSDs individuales
a medida que se describen nuevas variantes genéticas (Platt et al, 2018). El analisis mu-
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tacional no solo confirma el diagndstico enzimatico, si no que permite realizar analisis de
portadores y diagnosticos prenatales o preimplantacionales.

El diagndstico prenatal se realiza en familias donde hay un hijo o pariente cercano
afectado. Es posible realizarlo a partir de liquido amni6tico o vellosidades coridnicas, y
puede ser genético o enzimatico, pero debido a las decisiones que deben ser tomadas se
suelen realizar ambos analisis. Ademas, la cantidad de HS también puede ser medida a
partir del liquido amniético (Andrade et al, 2015). En lo que se refiere a screening neonatal,
no se ha implantado para el sindrome de Sanfilippo ya que no existe actualmente ninguna
terapia efectiva para tratar la enfermedad.

3.5. Tratamiento para el sindrome de Sanfilippo

Hasta el momento, el tratamiento para los pacientes de Sanfilippo se basa principal-
mente en medidas paliativas. En el apartado 2.1 se expuso el estado actual de las princi-
pales terapias existentes para las distintas LSDs. En el apartado siguiente se expondra el
estado actual de las estrategias terapéuticas desarrolladas especificamente para el sindro-
me de Sanfilippo.

3.5.1. Terapia génica en el sindrome de Sanfilippo

La terapia génica es una estrategia muy ventajosa para tratar las MPSs, ya que se
ha sugerido que recuperando el 5-15% de la actividad enzimatica el estado clinico de los
pacientes ya mejora considerablemente (Figura 4) (Parenti et al, 2015b). Para el sindrome
de Sanfilippo, una enfermedad con implicaciéon neuroldgica, el uso de AAV parece ser una
buena estrategia ya que se ha visto que algunos serotipos son capaces de transducir tanto
células que se dividen como aquellas que no, ademas de que pueden tener una expresion
a largo plazo en el organismo y pueden atravesar la BBB por transcitosis mediada por re-
ceptor (Fu & McCarty, 2016).

Como se comento en el apartado 2.1.1, la terapia génica se esta evaluando en en-
sayos clinicos para Sanfilippo A y B mediante inyecciéon intracerebral (NCT01474343;
NCT03300453), y los resultados publicados hasta el momento muestran avances positivos
(Tardieu et al, 2017; Tardieu et al, 2014). En el caso de Sanfilippo A, se ha iniciado recien-
temente otra fase del ensayo clinico (NCT03612869) para explorar mas en profundidad los
beneficios de esta estrategia, y se esperan los primeros resultados en pocos afos.

Por otro lado, la terapia génica mediante inyeccion intravenosa mostro beneficios en
el CNS usada en modelos murinos de los subtipos Ay B de la enfermedad (Duncan et
al, 2015; Naughton et al, 2013; Ruzo et al, 2012), por lo que actualmente esta estrategia
esta siendo probada en pacientes. Actualmente, hay ensayos clinicos en funcionamiento
tanto para Sanfilippo A como B (NCT02716246; NCT04088734; NCT03315182). Abeona
Therapeutics, la farmacéutica encargada del ensayo clinico del subtipo A, ha comunicado
recientemente que los resultados preliminares del estudio demuestran que, en los pacien-
tes tratados a edades mas tempranas y con la dosis mas elevada del producto (ABO-102),
la preservacion del desarrollo neurocognitivo se mantiene 12-18 meses postratamiento, y
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las mejoras en muchos otros biomarcadores de la enfermedad parecen evidenciar un claro
efecto beneficioso del tratamiento.

En cuanto al subtipo C, no es por lo general un buen candidato para esta aproximacion
terapéutica debido a que la enzima afectada es transmembrana y se requiere que el vector
llegue a cada una de las células afectadas para conseguir asi una distribucion global de la
enzima. Un nuevo AAV, llamado AAV-TT, ha demostrado una mejor distribucién en el CNS
en comparacion a otros AAVs como AAV9 o AAVrh10, ademas de un fuerte neurotropismo
en modelos de raton. Este AAV-TT administrado a bajas dosis en el modelo de raton del
sindrome de Sanfilippo C ha sido capaz de corregir los fenotipos neuroldgicos, sugiriendo
una transduccién mas amplia y eficiente de las células neurales (Tordo et al, 2018).

3.5.2. Chaperonas farmacoldgicas en el sindrome de Sanfilippo

En cuanto a las chaperonas farmacolégicas, hay que tener en cuenta que solo las mu-
taciones missense son candidatas a responder a esta terapia. Como ya se ha mencionado,
algunas LSDs se pueden beneficiar de esta estrategia terapéutica. Sin embargo, para el
sindrome de Sanfilippo solo un ensayo preclinico con fibroblastos de paciente de Sanfilippo
C mostré un incremento de 2,5 veces en la actividad enzimatica de HGSNAT tras el uso de
una molécula llamada glucosamina (Feldhammer et al, 2009). También para el subtipo B se
han propuesto varias moléculas que a dosis bajas podrian actuar como chaperonas, pero
estan en fase experimental inicial (De Ruijter et al, 2011; Ficko-Blean et al, 2008; Zhao &
Neufeld, 2000).

3.5.3. Reemplazamiento enzimatico en el sindrome de Sanfilippo

La investigacion sobre la terapia de reemplazamiento enzimatico en el sindrome de
Sanfilippo se basa principalmente en mejorar la llegada de la enzima al CNS.

En el sindrome de Sanfilippo A, resultados positivos con primates y células al usar
una proteina recombinante de la enzima SGSH fusionada a un anticuerpo (Boado et al,
2014), dio pie a ensayos clinicos. Para evitar la BBB y permitir repetidas administraciones
de la enzima, se ha probado de implantar de forma permanente un dispositivo de libera-
cion de farmacos en el espacio intratecal de los pacientes de Sanfilippo A (NCT01155778;
NCT01299727; NCT02060526; NCT02350816). En los resultados publicados de estos es-
tudios se ha podido ver que este tipo de administracion parece ser segura y tolerable en
algunos casos, pero la droga administrada no ha resultado lo eficiente que se esperaba.
Aunque se ha demostrado la existencia de un descenso en el acumulo de HS, no se ha ma-
nifestado ninguna mejora neurocognitiva en los pacientes, por lo que los resultados deben
ser interpretados con cautela (Jones et al, 2016; Wijburg et al, 2019).

Para Sanfilippo B, experimentos previos con el modelo murino de la enfermedad de-
mostraron que la administracion intracerebroventricular de una proteina quimérica, que
combina la enzima NAGLU y una forma truncada del factor de crecimiento insulina-like 2
humano, podria ser una buena estrategia terapéutica (Kan et al, 2014). Por ello se inici6é un
ensayo clinico (NCT02754076; NCT03784287), y los resultados preliminares se han publi-
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cado recientemente. En ellos se destaca que los niveles de HS en el liquido cerebroespinal
vuelven a niveles normales tras pocas semanas de tratamiento, y que la mayoria de pacien-
tes presentan una estabilizacion en el cociente de desarrollo al cabo de pocos meses. Otros
sintomas somaticos también presentan mejoras tras el tratamiento y en general parece que
la administracién intracerebroventricular se tolera correctamente. Sin embargo, es necesa-
rio un seguimiento a largo plazo (Cleary et al, 2019).

3.5.4. Terapia de células madre en el sindrome de Sanfilippo

Actualmente no existe ningun tratamiento basado en células madre para el sindrome
de Sanfilippo, ya que tras realizar distintos experimentos infructiferos en pacientes se ha
comprobado que tanto el trasplante de médula 6sea como el de células madre hematopo-
yéticas no resultan efectivos en el tratamiento de este sindrome, principalmente en lo que
se refiere a frenar el declive cognitivo, incluso cuando se aplica el tratamiento en pacientes
menores de 2 afios en los que aun no se ha manifestado el deterioro del CNS (Gaffke et al,
2018; Sawamoto et al, 2019).

Sin embrago, en modelos animales se han publicado algunos estudios que podrian
arrojar luz acerca de posibles estrategias para aplicar la terapia de células madre en el sin-
drome de Sanfilippo. En el modelo de ratdon para el sindrome de Sanfilippo B se administraron
mensualmente de forma intravenosa células mononucleares de cordén umbilical humano, y
tras seis meses de tratamiento se detecté una reduccion en la activacion de la microglia y
en el acumulo cerebral de gangliésidos, asi como un restablecimiento de la arquitectura del
hipocampo (Willing et al, 2014). También para Sanfilippo B, mas recientemente, el trasplante
de células madre hematopoyéticas, que tras someterse a terapia génica ex vivo expresaban
NAGLU, normalizé los niveles de HS y de expresion de citoquinas inflamatorias en el cerebro,
y también mostré mejoras en el comportamiento del animal (Holley et al, 2018). En cuanto al
modelo animal de Sanfilippo A, también se mostraron mejoras en el CNS cuando se realizd
el trasplante autdlogo de células madre hematopoyéticas transducidas para sobreexpresar
el gen deficiente (Ellison et al, 2019; Langford-Smith et al, 2012; Sergijenko et al, 2013). Las
células derivadas de estos trasplantes autdlogos son capaces de cruzar la BBB y llegar al
cerebro de los animales, desde donde liberan la proteina terapéutica al CNS. Pronto sera
iniciado un ensayo clinico en pacientes de Sanfilippo A (https://www.orchard-tx.com/).

3.5.5. Terapia de reduccion de sustrato en el sindrome de Sanfilippo

Diferentes moléculas han sido estudiadas como candidatas a tratar el sindrome de
Sanfilippo mediante terapia de reduccion de sustrato (SRT).

La rodamina B inhibe de forma inespecifica la elongacién de la cadena de GAGs. Al
tratar ratones modelo de Sanfilippo A con este compuesto se redujo el acumulo de GAGs
en distintos tejidos, incluyendo cerebro, y también estos ratones mejoraron su memoria y
percepcion espacial (Roberts et al, 2007; Roberts et al, 2006). Posteriormente, se estudio el
efecto de la rodamina B a lo largo de 4 generaciones de este modelo animal, demostrando
gue una larga exposicién a bajas dosis no produce alteraciones, tampoco durante el em-
barazo (Roberts et al, 2010). Sin embargo, tanto el mecanismo de accién de esta molécula
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como su posible toxicidad deberian ser estudiados mas en profundidad antes de aplicarse a
nivel clinico (Sohn, 2018), ya que se describié que exposiciones agudas a este compuesto
en humanos dan lugar a irritaciones en la piel y la mucosa (Dire & Wilkinson, 1987).

La genisteina es una isoflavona que, obtenida de la planta de la soja, inhibe la acti-
vidad tirosina-proteina quinasa del receptor del factor de crecimiento epidérmico, que es
necesaria para la expresiéon de genes relacionados con la produccion de GAGs (Jakob-
kiewicz-Banecka et al, 2009; Piotrowska et al, 2006). Tras tratar con esta molécula ratones
modelo de Sanfilippo B se observé una reduccion de los GAGs acumulados en diferentes
organos, incluyendo el cerebro, asi como una mejora en la inflamacién neuronal y en los
problemas de comportamiento previamente descritos (Malinowska et al, 2009; Malinowska
et al, 2010). Por otro lado, se realizé también un estudio con 10 pacientes de Sanfilippo Ay
B, que recibieron el compuesto de forma oral, y tras el primer afo de tratamiento se aprecio
un descenso en la acumulacion de GAGs y una mejora en la funcidn cognitiva sin efectos
secundarios apreciables (Piotrowska et al, 2008). Se realizdé un seguimiento durante dos
afos mas de 8 de los pacientes, y hubo casos en los que los problemas cognitivos siguieron
sin aparecer significativamente, mientras que en otros simplemente se habia ralentizado su
aparicion (Piotrowska et al, 2011). En otro ensayo clinico se vio una clara reduccion de los
GAGs en orina, pero no se aprecié una mejora clara a nivel neuroldgico (Delgadillo et al,
2011; De Ruijter et al, 2012). Recientemente se ha demostrado que la genisteina también
promueve la expresion de genes de hidrolasas de GAGs, y estimula la funcion y biosintesis
lisosomal mediante la modulacion de la expresion y actividad de TFEB (Moskot et al, 2014).
En otro ensayo clinico se evaluo la seguridad de altas dosis de genisteina en pacientes
de MPSs, y no se detectaron efectos secundarios destacables, aunque tampoco mayores
beneficios (Kim et al, 2013). Para llegar a conclusiones mas significativas acerca de su
seguridad y eficacia se requeria de un ensayo clinico a mayor escala. Por ello, se inicio en
2014 un ensayo clinico aleatorizado controlado con placebo, con pacientes de entre 2y 15
afos de Sanfilippo A, By C (EudraCT 2013-001479-18), pero aun no se han publicado los
resultados. La genisteina parece tener cierto potencial como posible SRT para el sindrome
de Sanfilippo y, posiblemente, para otras LSDs (Coutinho et al, 2016a; Wegrzyn et al, 2010).

El Miglustat es un farmaco ya aprobado para el tratamiento de Gaucher tipo 1 y Nie-
mann-Pick C, ya que es un inhibidor de la glucosilceramida sintasa. Se esperaba que este
farmaco inhibiera la sintesis de glucosilceramida, un precursor del gangliésido GM2, y que
con ello se redujera la degeneracion neurologica de distintas MPSs. Sin embargo, en en-
sayos clinicos con pacientes del sindrome de Sanfilippo no se observé reduccion de este
gangliésido ni tampoco ninguna mejora a nivel neuroldgico (Guffon et al, 2011).

A parte de las pequefas moléculas con propiedades inhibitorias, el uso de RNA de in-
terferencia (RNAI) para inhibir de forma postranscripcional genes de enzimas biosintéticas
también se ha planteado como posible SRT.

3.5.5.1. RNAicomo SRT

Los experimentos en los que se ha usado RNAi como SRT son escasos, pero con re-
sultados prometedores. En un primer trabajo se usaron fibroblastos de pacientes de Sanfi-
lippo A para probar un tratamiento basado en siRNAs que inhibia los genes XYLT1, XYLT2,
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GALT1y GALT2, que daban lugar a enzimas relacionadas con la sintesis de GAGs. Pasa-
das 48h de la transfeccion de los siRNAs correspondientes, los niveles de mRNA de cada
gen se analizaron mediante PCR cuantitativa a tiempo real, obteniendo una reduccion de
aproximadamente el 75% en los mMRNAs de los genes inhibidos, que también se correla-
cionaba con una reduccion de las proteinas respectivas y la sintesis de GAGs en general
(Dziedzic et al, 2010).

Casi al mismo tiempo se publico otro estudio en el que se usaban shRNAs en fibro-
blastos de Sanfilippo A para inhibir la expresién de genes de enzimas especificas de la
biosintesis de HS, los genes EXTL2 y EXTL3. Los mejores resultados se obtuvieron con
shRNAs contra el gen EXTL2, obteniendo hasta un 68% de inhibicion en su expresion, y un
50% de reduccion en la sintesis de GAGs (Kaidonis et al, 2010).

Sin embargo, todos estos estudios se han llevado a cabo en tipos celulares muy dis-
tintos de aquellos que sufren un mayor deterioro en el sindrome de Sanfilippo, como son
las células del CNS. Estudios mas especificos son necesarios para probar si existen efec-
tos beneficiosos plausibles derivados de esta nueva estrategia terapéutica (Coutinho et al,
2016b).
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4. Modelos celulares de enfermedad: iPSCs

Los modelos animales son actualmente una herramienta fundamental en el estudio
de cualquier enfermedad, y como cualquier otra herramienta, presentan ventajas y desven-
tajas. En algunos casos son la unica opcion razonable para determinadas investigaciones,
pero en muchos otros hay que pasar por otro tipo de modelos antes de llegar al animal,
como bien dicta la ley europea acerca de las 3R (reducir, reciclar y reutilizar). Y es que, aun-
que los modelos animales presentan la clara ventaja de ser un organismo completo, tam-
bién tienen muchas limitaciones. Entre otras, se trata de especies diferentes al ser humano,
por lo que sus farmacocinéticas también difieren; normalmente los estudios se realizan solo
en machos jovenes para reducir variabilidad y costes; en raros casos los modelos animales
presentan neurodegeneracion similar a la presente en humanos, etc. Sin embargo, estas
limitaciones no implican que los resultados obtenidos con modelos animales sean menos
relevantes, si no que otros modelos pueden dar otro tipo de informacion, complementaria 'y
util (Hartung, 2008).

Los modelos celulares de enfermedades genéticas resultan una opcion efectiva en la
determinacién de los mecanismos moleculares de enfermedad, asi como en el ensayo de
distintas aproximaciones terapéuticas. Pero como pasaba con los modelos animales, estos
también tienen limitaciones, siendo la mas destacable el hecho de que estos modelos no
reflejan totalmente las posibles reacciones de un organismo completo ante distintos com-
puestos. Sin embargo, si que son una herramienta potente para realizar pruebas prelimina-
res de tratamientos potenciales y en la evaluacion de los mecanismos por los cuales estos
compuestos actuan en la célula (Gaffke et al, 2019). Hasta hace unos afos, los cultivos
de células humanas se limitaban al uso de lineas celulares inmortalizadas obtenidas de
biopsias tumorales, o0 a células primarias de pacientes. Aunque estos cultivos celulares son
herramientas valiosas en algunos aspectos, las biopsias tumorales estan muy limitados por
la presencia de aberraciones genéticas y epigenéticas, asi como cariotipos inestables o
expresion de oncogenes, y las células primarias no son un material facilmente disponible,
mas si hablamos de cultivos celulares del CNS.

En la ultima década, el descubrimiento de métodos para reprogramar las células so-
maticas en células madre pluripotentes inducidas (iPSCs, del inglés induced Pluripotent
Stem Cells) (Takahashi et al, 2007; Takahashi & Yamanaka, 2006) ha supuesto un gran
avance para el estudio y tratamiento de muchas enfermedades (Hockemeyer & Jaenisch,
2016; Kavyasudha et al, 2018). La aplicabilidad de esta nueva tecnologia en diferentes
campos de la biologia le supuso el premio Nobel en 2012 a Yamanaka. El potencial que
tienen las iPSCs se basa en su capacidad para ser diferenciadas a muchos tipos celulares,
incluyendo aquellos mas relevantes para la enfermedad a estudiar. Ademas, presentan
exactamente la misma dotacion genética que las células de las que han sido derivadas,
normalmente fibroblastos de pacientes. Es por ello que con esta tecnologia se pueden ge-
nerar in vitro tipos celulares dificiles de obtener directamente (como células del CNS), con
el mismo genoma del donante (Figura 19), y reduciendo los problemas éticos derivados del
trabajo con modelos animales o con células madre humanas embrionarias.

En el campo de las enfermedades raras, las iPSCs han permitido un estudio mas
profundo de los mecanismos moleculares de muchas enfermedades, asi como un mejor
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analisis de potenciales agentes terapéuticos, todo gracias a la posibilidad de generar nue-
vos modelos de un tipo celular de interés y genéticamente iguales a los pacientes, como ha
sucedido en muchas LSDs (revisado en Borger et al, 2017; Zunke & Mazzulli, 2019).
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Figura 19. Visidn general de la reprogramacion y diferenciacion de iPSC, asi como de sus principales aplicaciones: gene-
racion de modelos in vitro de enfermedades, y terapia celular (Hockemeyer & Jaenisch, 2016).

4.1. Reprogramacion de células somaticas

La reprogramacion de células somaticas adultas a iPSCs implica volver a un estado de
pluripotencia, y el avance decisivo en la induccion de esta pluripotencia surgié con los resul-
tados obtenidos por Shinya Yamanaka (Takahashi & Yamanaka, 2006). En este estudio se
sugeria que la expresion mediante retrovirus de 4 factores de transcripcion ligados a pluripo-
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tencia, OCT4, SOX2, KLF4y c-MYC, promovia la desdiferenciacion de fibroblastos de ratén
hacia iPSCs. Estos genes pasarian a formar el llamado cocktail de Yamanaka. Un afo des-
pueés, se consiguieron los mismos resultados con células humanas (Takahashi et al, 2007).

En los afos siguientes surgieron multiples estudios replicando el mismo protocolo, pero
usando distintas fuentes celulares ademas de los fibroblastos, como células de pulmén, san-
gre periférica, sangre de corddén umbilical, células derivadas de adipocitos, hepatocitos, que-
ratinocitos, células madre neurales, etc. También se han establecido nuevas combinaciones
de factores que inducen la pluripotencia, asi como nuevos sistemas de liberacién de dichos
factores, tanto integrativos como no integrativos (Figura 19) (revisado en Kavyasudha et al,
2018).

La reprogramacion de células somaticas es un proceso que puede llevar varios meses,
dependiendo del tipo celular, y una vez se dispone de colonias de iPSCs, estas tienen que
someterse a un proceso de validacién para confirmar su pluripotencia (revisado en Tiscornia
et al, 2011). Actualmente existen bancos de células con iPSCs derivadas de pacientes con
distintas enfermedades al alcance de los investigadores, y también con controles.

4 2. Diferenciacion de las iPSCs a células del CNS

Aunque las iPSCs, al igual que las células madre humanas embrionarias, pueden ser
diferenciadas a cualquier tipo celular, la obtencion de tipos celulares del CNS presenta un
valor anadido. Esto es debido a la existencia de pocas alternativas para obtenerlos de una
fuente directa, como el cerebro. Por ello, se han descrito diferentes protocolos para dife-
renciar células pluripotentes, como las iPSCs, a distintos tipos celulares del CNS. Ademas,
estos protocolos han podido ser reproducidos en diferentes laboratorios.

Desde un inicio, los protocolos de diferenciacion para la obtencién de tipos celulares
neurales se basan en la imitacion del desarrollo embrionario. Es decir, la presencia o au-
sencia de distintos factores cruciales para el desarrollo es lo que dirige la identidad celular
hacia un tipo celular u otro. Ademas, las propias células pluripotentes in vitro también man-
tienen su estado de pluripotencia gracias a factores del medio que promueven su autorre-
novacioén. Para favorecer la diferenciacion de estas células pluripotentes a ectodermo (una
de las tres capas embrionarias, la que dara lugar a tipos celulares neurales, entre otros) se
ha establecido que hay que eliminar los componentes que favorecen su autorrenovacion
y mantenerlas en un medio libre de suero (Figura 20) (Reubinoff et al, 2001; Zhang et al,
2001). Sin embargo, sera la adicion o no de factores de crecimiento concretos lo que esta-
blezca la identidad celular, ya que seran los que definan la trascripcion génica especifica
(Figura 20). Estos factores de crecimiento se establecieron al ver que son los encargados
de coordinar los gradientes espacio-temporales de los ejes antero-posterior y dorso-ventral
durante el desarrollo in vivo (revisado en Tao & Zhang, 2016).

Algunos de los protocolos de diferenciacion descritos implican la obtencion de cual-
quier linaje neural (Chambers et al, 2009), mientras que otros han desarrollado métodos
mas precisos para obtener tipos neuronales especificos, como neuronas dopaminérgicas
(Cooper et al, 2010; Fasano et al, 2010; Kriks et al, 2011), colinérgicas (Bissonnette et al,
2011), o GABAérgicas (Maroof et al, 2013; Nicholas et al, 2013; Stanslowsky et al, 2016).
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Figura 20. Esquema en paralelo de los pasos y factores que dirigen el desarrollo neural in vivo y la diferenciacion in vitro
(Tao & Zhang, 2016).

Sin embargo, las neuronas no son el unico tipo celular implicado en la correcta funcion del
CNS, y ha sido en los ultimos afios cuando diferentes estudios han evidenciado el papel
relevante de las células de glia, y mas especificamente los astrocitos, en la regulacion de
la funcion neuronal y la homeostasis (Verkhratsky & Nedergaard, 2018). Es por ello que en
la ultima década se han ido publicando también protocolos de diferenciacién para obtener
astrocitos a partir de células pluripotentes (Emdad et al, 2012; Gupta et al, 2012; Krencik
et al, 2011; Krencik & Zhang, 2011; Lundin et al, 2018; Roybon et al, 2013; Santos et al,
2017; Serio et al, 2013). Sin embargo, todos estos protocolos son muy largos y complejos,
llegando a necesitar varias semanas para una diferenciacién completa, o incluso meses
para que se alcance la maduracion, y ademas las células obtenidas no siempre estan bien
caracterizadas (Tao & Zhang, 2016).

En muchas ocasiones, como en aplicaciones clinicas o en el cribado de posibles
agentes terapéuticos, se requiere de producciones de células diferenciadas a gran escala
y con un alto indice de pureza, algo dificil de conseguir con protocolos tan a largo plazo. Es
por ello que en los ultimos anos se ha desarrollado otra estrategia para una diferenciacion
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mas eficiente de las iPSCs a los tipos celulares deseados, la sobreexpresion ectopica de
factores de transcripcion especificos de linaje celular (Oh & Jang, 2019).

4.2.1. Diferenciacion directa a neuronas

La diferenciacién directa mediante la expresion ectopica de factores de transcripcion
se llevo a cabo inicialmente para obtener neuronas corticales excitatorias a partir de células
pluripotentes (Zhang et al, 2013). En este caso se sobreexpreso el gen Ngn2 fusionado al
gen de resistencia a la puromicina (Figura 21), el cual permite una posterior seleccion para
poder obtener una poblacién homogénea de neuronas inducidas (iNs, del inglés induced
Neurons). Estas iNs son capaces de desarrollar sinapsis funcionales in vitro cuando se
encuentran en co-cultivo con células gliales, lo cual las convierte en un modelo neuronal
humano fisiolégicamente muy util. Ademas, este protocolo es mucho mas rapido que los
anteriormente nombrados, pudiendo obtener iNs positivas para marcadores tipicos neuro-
nales (MAP2 y Tuj1) tras solo una semana de diferenciacion, y sinapsis funcionales tras dos
semanas (Zhang et al, 2013).
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Figura 21. Disefio de los vectores lentivirales para la conversion de células pluripotentes en neuronas mediante la so-
breexpresion de Ngn2. Las células son transducidas siempre por dos virus: uno que expresa rtTA de forma constitutiva
(izquierda), y otro que expresa Ngn2 y resistencia a puromicina (arriba derecha) como proteina de fusién unida por la
secuencia T2A. Adicionalmente, pueden ser transducidas por un virus expresando EGFP (abajo derecha). El promotor
tetO se activa con la adicion de doxiciclina (Dox) al medio (adaptada de Zhang et al, 2013).

4.2.2. Diferenciacion directa a astrocitos

Mas recientemente se ha descrito un protocolo que sigue los mismos principios que el
descrito para la obtencion de neuronas en el apartado anterior, pero que permite la rapida
obtencioén de astrocitos in vitro (Canals et al, 2018). Estos astrocitos inducidos (iAs, del inglés
induced Astrocytes) se obtienen mediante la sobreexpresion de dos factores de transcripcion
fusionados a distintas resistencias a antibioticos: el gen Nfib va fusionado a la resistencia a
hygromicina, mientras que el gen Sox9 va fusionado a la resistencia a puromicina (Figura
22). En comparacion con protocolos anteriores, este protocolo reduce el tiempo necesario
para la obtencion de astrocitos, permitiendo obtener iAs maduros y funcionales en tan solo 2
semanas. Marcadores especificos de astrocitos (S100b, GFAP, VIM and CD44) se detectan a
los 7 dias de la induccion de la diferenciacion, mientras que a los 21 dias se alcanza un perfil
de expresion génica similar a los astrocitos humanos maduros. Ademas, a los 14 dias estos
iAs muestran funciones astrociticas importantes, como la captacién de glutamato, ondas de
calcio, respuesta a citoquina o uniones gap funcionales. Los granulos de glucégeno se em-
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piezan a detectar a las dos semanas de diferenciacién, mientras que tras cuatro semanas
de co-cultivo con iNs también hay una mejora en el soporte para la formacion de sinapsis
(Canals et al, 2018).
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Figura 22. Disefio de los vectores lentivirales para la conversion de células pluripotentes en astrocitos mediante la sobre-
expresion de Nfib y Sox9. Las células son transducidas siempre por tres virus: uno que expresa rtTA de forma constitutiva
(izquierda), otro que expresa Sox9 y resistencia puromicina (arriba derecha), y otro que expresa Nfib y resistencia a hi-
gromicina (centro derecha). Adicionalmente, pueden ser transducidas por un virus expresando EGFP (abajo derecha). El
promotor tetO se activa con la adicion de doxiciclina (Dox) al medio (adaptada de Canals et al, 2018).

4.3. Modelos celulares para el sindrome de Sanfilippo

Antes del uso de iPSCs para modelar el sindrome de Sanfilippo, otros sistemas fueron
desarrollados para estudiar esta enfermedad. El primer intento fue el tratamiento de células
madre de cabra para inducir el almacenamiento de gangliésidos, factor observado previa-
mente en cerebros de cabras modelo de Sanfilippo D (Liour et al, 2001). Afios después,
otro grupo de investigacion consiguio aislar células neuronales del cerebelo de ratones con
Sanfilippo Ay cultivarlas (Sutherland et al, 2008), aunque el cultivo era un conjunto de dis-
tintos tipos celulares y no se apreciaron diferencias morfolégicas al comparar con controles,
excepto el acumulo progresivo de HS. Posteriormente, el uso de shRNAs permitié inhibir el
gen NAGLU (Sanfilippo B) en células Hela, propiciando la formacion de vacuolas de alma-
cenamiento, asi como otras alteraciones celulares (Roy et al, 2012).

Sin embargo, estos sistemas presentan diferentes limitaciones, como que las células
analizadas o no son humanas, o no son neurales, pudiendo no presentar los mismos meca-
nismos moleculares que encontrariamos en células neurales humanas. Fue la aplicacion de
la tecnologia de iPSCs a la investigacion del sindrome de Sanfilippo la que permitié generar
modelos mas especificos de esta enfermedad.

En 2011 se publicé un trabajo en el que mediante el uso de iPSCs derivadas de fibro-
blastos de pacientes se generaba un modelo neural para Sanfilippo B tras una diferencia-
cion de hasta 7 semanas (Lemonnier et al, 2011). Este modelo recapitulaba la presencia de
vacuolas de almacenamiento, alteraciones en el aparato de Golgi y reduccion en la expre-
sion de genes relacionados con la matriz extracelular, los lisosomas y el aparato de Golgi.
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Sin embargo, las células obtenidas eran una mezcla de células diferenciadas y precursores
neurales. Mas tarde se publicé otro trabajo en el que, usando el mismo modelo, se descri-
bian otras alteraciones que podian estar implicadas en el fenotipo neurolégico de Sanfilippo
B, como la alteracién en la polarizacién celular o la migracién (Bruyére et al, 2015).

En 2015 nuestro grupo publicé un modelo neuronal para el sindrome de Sanfilippo C
basado en iPSC (Canals et al, 2015). Hasta el momento esta enfermedad no disponia de
ningun modelo animal o celular en el que estudiar sus bases moleculares, un aspecto de
gran relevancia debido a que es el unico subtipo causado por mutaciones en una proteina
de la membrana lisosomal. En este trabajo se reprogramaron fibroblastos de dos pacientes
y un control a iPSC para posteriormente diferenciarlas a un conjunto de neuronas y astroci-
tos en un periodo de entre 3 y 9 semanas. Estas células diferenciadas presentaban ausen-
cia de actividad para HGSNAT, asi como un acumulo progresivo de GAGs y alteraciones
lisosomicas. Esta progresion llegaba a niveles criticos en la novena semana, en concordan-
cia al avance de la enfermedad en los pacientes. También se midi6 la actividad de la red
neuronal mediante ondas de calcio y se vio que a las 3 semanas las neuronas de pacientes
ya reducian drasticamente su actividad espontanea, sugiriendo que la enfermedad altera
notablemente la funcidn cerebral en los pacientes.

Sin embargo, tanto en el caso del modelo neural de Sanfilippo B como en el de Sanfi-
lippo C existen diferentes limitaciones. Por un lado, los protocolos de diferenciacion usados
son largos y complejos. Ademas, estos protocolos son muy variables entre diferentes lineas
y experimentos, ya que cada vez la respuesta a los factores anadidos es ligeramente dife-
rente y las células obtenidas pueden variar. Por otro lado, tras la diferenciacion se obtiene
un conjunto de distintos tipos celulares diferenciados, o incluso precursores. La falta de
pureza en los cultivos unida a la complejidad y duracion de los protocolos de diferenciacion
hace que el uso de estos modelos en diferentes estudios no sea la mejor opcién. Una solu-
cion a estos problemas puede ser el uso de otros métodos de diferenciacion mas rapidos,
faciles y eficientes, como son los protocolos basados en la sobreexpresion de factores de
transcripcion especificos de tipo celular, comentados en apartados anteriores.

Aunque para Sanfilippo A no se ha generado ningun modelo neural humano in vitro,
recientemente se ha publicado la obtencion de dos lineas de iPSCs de una misma linea de
fibroblastos de paciente (Vallejo et al, 2018), que podrian usarse también para la genera-
cion de estos modelos celulares. También para Sanfilippo B se ha publicado la obtencion
de nuevas lineas de iPSCs provenientes de fibroblastos de pacientes (Huang et al, 2019;
Vallejo-Diez et al, 2018).

No obstante, aunque se disponga de iPSCs obtenidas de pacientes, con distintos
subtipos de Sanfilippo, y se conozcan protocolos de diferenciacion como los mencionados
para generar modelos neurales humanos in vitro de estas enfermedades, se debe tener en
cuenta que el fondo genético de las distintas lineas celulares también puede afectar a los
resultados. Por este motivo, la generacion de lineas isogénicas en las que la unica diferen-
cia entre la linea afectada y el control sea la alteracion del gen causante de la enfermedad,
se esta convirtiendo en una estrategia muy utilizada. Para la facil obtencién de lineas isogé-
nicas, la tecnologia de edicion génica CRISPR/Cas9 ha supuesto un gran avance.
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5. CRISPR/Cas9

5.1. Origen, estructura y funcién

Durante décadas se ha intentado manipular el genoma con gran diversidad de técni-
cas, como las nucleasas de dedos de zinc (ZFNs, del inglés Zinc Finger Nucleases) (re-
visado en Carroll, 2011) (Figura 23A) o las nucleasas efectoras similares al activador de
transcripcion (TALENS, del inglés Transcription Activator-like Effector Nucleases) (revisado
en Zhang et al, 2014) (Figura 23B). Sin embargo, fue en el 2012 cuando este campo dio un
salto significativo con la descripcion de la posibilidad de programar el sistema formado por
las llamadas Repeticiones Palindromicas Cortas Interespaciadas Regularmente y Agrupa-
das (CRISPR, del inglés Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) y sus
elementos asociados Cas (Jinek et al, 2012). Ahora esta nueva técnica es mas conocida
como CRISPR/Cas9 (Figura 23C), por la popularidad que ha adquirido una de sus nuclea-
sas asociadas, la Cas9.
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Figura 23. Técnicas para la edicion génica. (A) ZFNs, (B) TALENs y (C) CRISPR/Cas9 (adaptada de Komor et al, 2017).

La metodologia CRISPR/Cas9 nace de la posibilidad de programar un sistema inmu-
nitario natural de los procariotas (Mojica et al, 2005) para convertirlo en una herramienta de
ingenieria genética. Dos estudios fueron los que ayudaron en la obtencion de esta herra-
mienta. En el primero se demostré que Cas9, nucleasa de la bacteria Streptococcus pyoge-
nes, actuaba como ribonucleoproteina (RNP) capaz de cortar la doble cadena de DNA en
combinacioén con crRNA, un componente del sistema (Gasiunas et al, 2012). Y en el segun-
do se demostrdé que habia 3 componentes esenciales para que el sistema CRISPR/Cas9
funcionara: la endonucleasa Cas9 y dos RNAs: crRNA y tracrRNA (Figura 24A). Ademas,
también se vio que los dos RNAs se podian unir para simplificar la técnica, obteniendo el
sgRNA (Figura 24B) (Jinek et al, 2012). El sistema CRISPR/Cas9 se consolidé como herra-
mienta de edicién génica en 2013, cuando distintos grupos publicaron su éxito en la edicion
del genoma de distintos mamiferos (Cong et al, 2013; Mali et al, 2013).

Esta herramienta ha adquirido alto éxito en comparacion a las anteriormente utilizadas
ZNFs y TALENSs debido a sus multiples ventajas. Por un lado, no depende de la programa-
cion de proteinas, como pasaba con sus antecesoras, si no solamente del reconocimiento
entre los pares de bases del DNA diana y el sgRNA. Ademas, es de facil disefio, ya que
solo se requiere de la sintesis de un nuevo fragmento de unos 20 nucleétidos de RNA que
hibride con la secuencia de DNA diana deseada, ya que el resto de la secuencia del sgRNA
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crRNA:tracrRNA duplex

single guide RNA

Linker
loop

Figura 24. Estructura del sistema CRISPR/Cas9 estando la nucleasa Cas9 programada por dos RNAs separados, crRNA
y tracrRNA (A), o estos unidos por un linker formando el sgRNA (B) (Doudna & Charpentier, 2014).

es siempre la misma cuando se usa la proteina Cas9. Con esto se evitan largos procesos
necesarios para el disefio y clonaje de dominios proteicos enteros en la edicion basada en
ZNFs o TALENSs (Carroll, 2011; Zhang et al, 2014). Este facil disefo y obtencion del sistema
también ha ayudado al abaratamiento de costes en relacién a las anteriores técnicas. Por
otro lado, se ha visto su utilidad usando simultdneamente distintos sgRNAs para editar di-
ferentes loci (Wang et al, 2013), permitiendo asi también la generacién de grandes reorde-
namientos cromosémicos (Torres et al, 2014; Xiao et al, 2013), alteraciones anteriormente
muy dificiles de obtener.

5.2. Métodos

5.2.1. Componentes

En primer lugar, se requiere introducir todos los componentes del sistema CRISPR/
Cas9 en las células que se quieren editar. Estos pueden ser incorporados a través de un
vector de DNA, en forma de RNA (mezcla de mRNA de la Cas9 y sgRNA) o en forma de
RNP (Figura 25). Aunque las tres estrategias han resultado exitosas, la RNP confiere la
ventaja de evitar depender de muchos mecanismos celulares (transcripcién y traduccion)
para llegar al nucleo y realizar el corte en el DNA diana, ademas de reducir la posibilidad
de ediciones fuera de la secuencia diana (off-targets) al estar menos tiempo en la célula
(DeWitt et al, 2017).

5.2.2. Introduccion en las células

Existen muchas formas de introducir los componentes necesarios en las células, y
usar una u otra dependera del tipo de célula utilizada y la finalidad. Los métodos inicialmen-
te mas usados para la introduccion de los componentes de CRISPR/Cas9 en células in vitro
son la microinyeccion, la electroporacion, la transfeccion y los vectores virales y no virales,
como nanoparticulas (Wilbie et al, 2019). Ademas, en los ultimos anos han surgido dos
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Figura 25. Opciones para la introduccion de los componentes del sistema CRISPR/Cas9 en la célula. Se puede hacer tanto
a nivel de DNA, como RNA, como RNP (adaptado de: CRISPR/Cas9 genome editing flyer, por Thermo Fisher Scientific).
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métodos mas pero que aun no estan tan extendidos ni contrastados como los anteriores,
que son la transduccién inducida por osmocitosis y propano-betaina (conocida como iTOP)
(D’Astolfo et al, 2015), y la internalizacion asistida por una membrana de filtracion (conocida
como TRIAMF) (Yen et al, 2018).

5.2.3. Mecanismo de accion

Ya en el interior de la célula, los componentes del sistema CRISPR/Cas9 deben ac-
tuar en la diana gendmica correspondiente. Una vez formado el complejo Cas9-sgRNA,
si el DNA diana presenta una secuencia PAM compatible con la nucleasa empleada, este
complejo sera capaz de localizar la secuencia diana del DNA por complementariedad con
la secuencia del sgRNA. Dependiendo de la Cas utilizada, esta secuencia PAM variara.
Para la nucleasa Cas9 la PAM necesaria es 5-NGG (Figura 23C y 24) (Jinek et al, 2012).
Aunque la presencia de la PAM limita el numero de sitios gendmicos susceptibles de edi-
cion, la existencia de multiples nucleasas Cas con distintos requerimientos de PAM amplia
el abanico (Komor et al, 2017).

Una vez localizada la secuencia diana de DNA, la nucleasa Cas9 realizara un corte en
las dos hebras del DNA que puede ser reparado de distintas formas. Por defecto actuara el
mecanismo celular encargado de la unién de los extremos no homologos (NHEJ, del inglés

44 INTRODUCCION



non-homologous end joining) (Figura 26A), pero si se ainade una secuencia molde junto con
los componentes del sistema CRISPR/Cas9, se puede llegar a realizar una recombinacion
homodloga (HR, del inglés homologous recombination) (Figura 26B). Usando dos sgRNAs
cuyas secuencias dianas estén a una distancia razonable, y si la Cas9 realiza el corte de
forma simultanea, el fragmento intermedio puede delecionarse por completo, generarse
una inversion, o incluso una translocacion (Figura 26C) (Pickar-Oliver & Gersbach, 2019).
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Figura 26. Posibles reparaciones de la doble cadena de DNA tras el corte generado por la accion de la nucleasa Cas. (A)
NHEJ es el mecanismo celular que actua por defecto, (B) HR ocurre cuando se ha introducido un DNA molde, y (C) Las
grandes deleciones, inversiones o translocaciones se pueden generar al introducir dos sgRNAs en una misma célula, con
secuencias diana préximas (adaptado de Pickar-Oliver & Gersbach, 2019).

Hay que tener en cuenta que en cada célula este proceso puede ser diferente. Es de-
cir, no todas las células habran adquirido exitosamente los componentes del sistema, ni se
habra realizado corte en la doble cadena de DNA, ni se habra llevado a cabo la reparacion
de la misma forma. Es por ello que, si hay eleccion, se recomienda realizar seleccion clonal
de las células resultantes y un analisis independiente de la mutacién que tiene cada clon
para encontrar aquella que interesa.

5.3. Variantes y aplicaciones

Como se ha mencionado anteriormente, existen muchas proteinas Cas en el reino
procariota, aunque la primera en ser usada con la finalidad de editar un genoma eucariota
fue la Cas9 de la bacteria Streptococcus pyogenes, que realiza cortes en ambas hebras de
la cadena del DNA diana. Cada proteina Cas tiene distintas cualidades que han ayudado
a desarrollar una amplia gama de herramientas para editar el genoma a distintos niveles.

Cualidades que difieren entre distintas Cas son, por ejemplo, la PAM exigida en el
DNA diana (Hu et al, 2018), su especificidad y con ello la posible generacién de off-targets
(Casini et al, 2018), su tamano (Burstein et al, 2017) o el tipo de corte generado (Zetsche et
al, 2015). Ademas, también existen Cas que tienen como diana el RNA (Abudayyeh et al,
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2016) o que tienen actividades enzimaticas alternativas, bien de forma natural (Sinkunas et
al, 2011) o generadas in vitro al fusionarlas con otras enzimas. Este ultimo caso es el que ha
dado pie al desarrollo del prime editing, una tecnologia altamente eficiente para la edicion
de bases que implica la fusion de una Cas9 que unicamente corta una de las hebras del
DNA, con editores de bases de adenina o desaminasas, y una retrotranscriptasa (Anzalone
et al, 2019).

Con la gran variedad de nuevas herramientas generadas, muchas veces combina-
bles, que han derivado de la tecnologia CRISPR/Cas9, las aplicaciones que pueden llegar
a tener son inimaginables. Por nombrar las principales areas de aplicacion (Figura 27):
edicion geénica, regulacion génica, edicion epigendmica, visualizacion de la cromatina, es-
tudios sobre la topologia de la cromatina, interaccion con el RNA y edicion de bases.

CRISPR technology: Beyond genome editing
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Figura 27. Principales areas de aplicacion de la tecnologia CRISPR/Cas9 y sus variantes. Mientras que la Cas9 permite la
edicién génica gracias a su capacidad de corte de la doble cadena de DNA, la dCas9 (sitio catalitico deficiente) fusionada
con otras proteinas puede llevar a cabo funciones de regulacion génica, edicion epigendmica, visualizacion de cromatina,
asi como manipulacién y estudio de la topologia de la cromatina. Ademas, la nCas9 (Cas9 que corta Unicamente una de
las hebras de DNA) esta siendo usada para una edicion de pares de bases mas eficiente. Por otro lado, nuevos sistemas
CRISPR/Cas que tienen como diana el RNA estan siendo estudiados en mas profundidad actualmente (Adli et al, 2018).

5.4. CRISPR/Cas9 e iPSC en la generacion de nuevos modelos

Como se ha mencionado en apartados anteriores, los modelos tanto animales como
celulares son una herramienta fundamental en el estudio de cualquier enfermedad. Concre-
tamente, los modelos basados en iPSCs han permitido un estudio mas profundo de muchas
enfermedades, incluyendo un mejor analisis de potenciales agentes terapéuticos, gracias a
la aplicacion de novedosos protocolos de diferenciacion. Por otro lado, la tecnologia CRIS-
PR/Cas9 aplicada a la edicion génica ha permitido la generacion de muchos modelos de
enfermedad, tanto animales (Niu et al, 2014; Shao et al, 2014; Shen et al, 2013) como ce-
lulares (Liu et al, 2016; Loayza-Puch et al, 2016; Mavuluri et al, 2016). El presente trabajo
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se centrara en la edicion génica mediada por CRISPR/Cas9 aplicada a las iPSCs para la
generacion de modelos de enfermedades monogénicas.

Aunque los modelos derivados de iPSCs tienen muchas ventajas, una limitacion mu-
chas veces obviada es la variabilidad entre lineas de iPSCs en su potencial de diferencia-
cion y su comportamiento. Estas variaciones son impredecibles y vienen dadas por dife-
rencias en el fondo genético y el método de reprogramacion de dicha linea. Es por ello que
pequenas variaciones fenotipicas entre células derivadas de iPSCs de pacientes o contro-
les pueden no ser debidas a la enfermedad que se esta estudiando, si no a dicha variacion
entre lineas (Soldner & Jaenisch, 2012; Sterneckert et al, 2014; Ben Jehuda et al, 2018).

La generacion de lineas isogénicas de iPSCs de pacientes y controles que uUnica-
mente se diferencien en la mutacién causante de la enfermedad estudiada lleva usandose
como control de la variabilidad entre lineas desde hace algunos afios, y ha permitido definir
diferencias sutiles pero relevantes en enfermedades monogénicas (Soldner et al, 2011).
Pero ha sido con el desarrollo de la tecnologia CRISPR/Cas9 que esta estrategia se ha
extendido y aplicado a muchas enfermedades (Ben Jehuda et al, 2018).

Las iPSCs isogénicas pueden obtenerse de diferentes maneras. Dependiendo de si la
linea de iPSCs inicial deriva de pacientes o de controles, el objetivo sera revertir o inducir
la mutacién deseada, respectivamente (Figura 28). Por otro lado, se debe elegir la manera
mas adecuada para modificar el genoma, ya sea edicién de bases, HR o NHEJ. Esta ultima
opcion sera interesante si se parte de una linea de iPSCs control y no se busca obtener
ninguna mutacion en especial, sino simplemente truncar el gen causante, ya que es la es-
trategia mas facil y eficiente (Figura 26 y 27) (Bassett, 2017; Ben Jehuda et al, 2018).

Una vez generadas las lineas isogénicas, estas serviran como base para el estudio de
la enfermedad, pero también pueden ser de extrema utilidad en el ensayo de potenciales
agentes terapéuticos, ya que las diferencias percibidas al aplicar el tratamiento solo seran
debidas a este y no a las posibles diferencias de fondo genético entre las distintas iPSCs.

hiPSC
A B derivadas Neuronas

control
hiPSC
Fibroblastos derivadas Neuronas

paciente paciente ] @
—
Mutacion
" mediante
cr::;ica‘:;n 3 CRIPSR/Cas9
CRIPSR/Cas' K
Q P

Figura 28. Estrategias para la obtencion de lineas isogénicas. (A) Partiendo de una linea de iPSCs derivada de paciente
con una mutacién, mediante CRISPR/Cas9 se puede corregir esa mutacion. (B) Partiendo de una linea de iPSCs WT con-
trol, se puede inducir la mutaciéon deseada, o distintas mutaciones para ver los diferentes fenotipos (adaptada de Soldner
et al, 2011).
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OBJETIVOS






El objetivo general de esta tesis doctoral ha sido la generacion de nuevos modelos
celulares para el sindrome de Sanfilippo y su utilizacién para ensayar una aproximacion
terapéutica para esta enfermedad basada en el uso de siRNAs como terapia de reduccion
de sustrato.

Los objetivos concretos han sido:

Generacion de modelos celulares

» Obtencidn y caracterizacion de lineas isogénicas con mutaciones en el gen HGSNAT
derivadas de células madre pluripotentes inducidas de donantes sanos, mediante la tecno-
logia de edicion génica CRISPR/Cas9.

* Diferenciacion de las células madre pluripotentes inducidas con mutaciones en el
gen HGNSAT a neuronas y astrocitos, utilizando un protocolo optimizado.

» Obtencidén y caracterizaciéon de lineas isogénicas con mutaciones en el gen NAGLU
derivadas de células madre pluripotentes inducidas de donantes sanos, mediante la tecno-
logia de edicion génica CRISPR/Cas9.

Aproximacion terapéutica basada en siRNAs

* Evaluacion del efecto de diferentes siRNAs contra los genes EXTL2 y EXTL3, como
terapia de reduccion de sustrato, en fibroblastos de pacientes de Sanfilippo C.

* Evaluacion del efecto terapéutico de siRNAs contra el gen EXTL2, como terapia de
reduccion de sustrato, en neuronas derivadas de células madre pluripotentes inducidas con
mutaciones en HGSNAT.
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EXTL2 and EXTL3 inhibition with siRNAs as a promising subs-
trate reduction therapy for Sanfilippo C syndrome

Isaac Canals, Noelia Benetd, Ménica Cozar, Lluisa Vilageliu, Daniel Grinberg.

Resumen

El sindrome de Sanfilippo es una enfermedad rara de almacenamiento lisosémico
causado por una alteraciéon en la degradacion del heparan sulfato (HS). Los pacientes pre-
sentan una neurodegeneracion severa y progresiva para la que actualmente no existe un
tratamiento efectivo. La terapia de reduccion de sustrato (SRT) puede ser una opcion util
para los trastornos neuroldgicos de este tipo, y se han probado varios enfoques hasta la
fecha. Aqui usamos diferentes siRNAs dirigidos a los genes EXTL2 y EXTL3, que son im-
portantes para la sintesis de HS, como SRT en fibroblastos de pacientes con Sanfilippo C
para disminuir el almacenamiento de glucosaminoglicanos (GAG) dentro de los lisosomas.
Los resultados muestran una alta inhibicion de los mRNA del gen EXTL diana (alrededor
del 90%), una disminucién en la sintesis de GAGs después de tres dias (30-60%) y una
disminucion en el almacenamiento de GAGs después de 14 dias (hasta 24%). Ademas,
los analisis de inmunocitoquimica muestran una clara reversion del fenotipo después del
tratamiento. La inhibicién in vitro de genes implicados en la sintesis de HS utilizando estos
siRNA es un primer paso en el desarrollo de una futura opcién terapéutica para el sindrome
de Sanfilippo C.
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Sanfilippo syndrome is a rare lysosomal storage disorder caused by an impaired degradation of

A heparan sulfate (HS). It presents severe and progressive neurodegeneration and currently there is
. no effective treatment. Substrate reduction therapy (SRT) may be a useful option for neurological
© disorders of this kind, and several approaches have been tested to date. Here we use different

. siRNAs targeting EXTL2 and EXTL3 genes, which are important for HS synthesis, as SRT in

© Sanfilippo C patients’ fibroblasts in order to decrease glycosaminoglycan (GAG) storage inside the
. lysosomes. The results show a high inhibition of the EXTL gene mRNAs (around 90%), a decrease
. in GAG synthesis after three days (30-60%) and a decrease in GAG storage after 14 days (up to

: 24%). Moreover, immunocytochemistry analyses showed a clear reversion of the phenotype after
. treatment. The in vitro inhibition of HS synthesis genes using siRNAs shown here is a first step in the
. development of a future therapeutic option for Sanfilippo C syndrome.

© Sanfilippo C syndrome, or mucopolysaccharidosis (MPS) ITIC, is an autosomal recessive lysosomal stor-
. age disorder caused by mutations in the HGSNAT gene. This gene codes for an enzyme responsible for
. heparan sulfate (HS) degradation, and its dysfunction leads to the storage of partially degraded mole-
© cules inside the lysosomes!. HS is one of the most common glycosaminoglycans (GAGs) located in the
. extracellular matrix as a part of proteoglycans, which participate in many different cellular functions®
¢ In the synthetic pathway of HS, there is an essential step in which the EXTL genes play a crucial role
. (reviewed in Ref. 3). In particular, EXTL2 and EXTL3 are key proteins involved in the HS chain elonga-
tion. Small interference RNAs (siRNAs), discovered in the late 1990s*, were shown to inhibit mammalian
: genes’, and may be applicable in substrate reduction therapy (SRT) for Sanfilippo C patients. For other
. types of MPS, two different approaches using siRNAs or shRNAs have been previously described which
* inhibit different genes in the HS synthetic pathway®’.

In this study we used four different siRNAs, two of which inhibit EXTL2 and the other two inhibit
© EXTL3. These siRNAs were transfected into fibroblasts of two patients in an attempt to reduce HS syn-
- thesis. All four siRNAs obtained a notable reduction in the mRNA levels of the corresponding gene and
© decreased the rates of GAG synthesis and storage.

. Materials and Methods
. Fibroblasts from two patients were used in this study: patient SFC6 (genotype: ¢.633+1G > A/p.L445P)
. and patient SFC7 (genotype: ¢.372-2A > G/c.372-2A > G). The patients and the culture conditions were
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: Investigacion Biomédica En Red de Enfermedades Raras (CIBERER), Spain. 3Institut de Biomedicina de la
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Figure 1. Inhibition of GAG synthesis. SFC6 and SFC7 fibroblasts were transfected with all four siRNAs
and a negative control siRNA and after 3 days incorporation of S sodium sulfate was analysed. Results
for both patients are the mean =+ standard error of three experiments performed in quadruplicate and are
expressed as disintegrations per minute per ug of DNA. Differences between EXTL siRNAs with respect
to negative control siRNA were evaluated using the non-parametric Mann-Whitney U test, and statistical
significance was set at p < 0.05 (*), p<0.01 (**) or p<0.001 (***).

described in a previous work®. Fibroblasts were transfected with four different siRNAs using Lipofectamine
2000 as the transfection agent. Quantities of 5, 2.5 and 1.25l were used for 6-well, 12-well and 24-well
plates respectively. Two Silencer® Select siRNAs (Ambion) for EXTL2 (si4899 and si4900), two for
EXTL3 (514901 and si4902) and one negative control (siC-) were used at a final concentration of 10 M.
siRNA sequences are available on demand. Quantitative real-time PCR was performed using TagMan®
Gene Expression Assays for EXTL2, EXTL3, HPRT and SDHA genes, the last two as endogenous controls.
PCRs were carried out in a LightCycler® 480 System (Roche). For every assay, the efficiency (E) of the
reaction was calculated from a 7 points standard curve. The reaction efficiency was taken into account
in the quantification cycle (Cq) calculation using LightCycler® 480 Software (release 1.5.0) (Roche). To
confirm precision and reproducibility of real-time PCR the intra-assay precision was determined in 3
repeats within one LightCycler run. In the working conditions, the intra-assay coefficient of variation of
all the assays at the working conditions was less than 1% and Cq standard deviation was smaller than 0.3.

The efficiency of GAG synthesis was quantified testing the cell incorporation of **S sodium sulfate
from the medium as previously described®. The sulfated GAG storage was quantified using the
Rheumera® Proteoglycan Detection Kit (Astarte Biologics) following the manufacturer’s instructions.
GAG extraction was performed as previously described”.

For heparan sulfate immunostainig, fibroblast cultures (untreated or treated as indicated above) were
fixed in 4% PFA. Antibodies used were mouse anti-human HS (#H1890, 10E4 epitope, monoclonal
antibody, USBiological) as a primary antibody, and donkey anti-mouse Cy2 (#715-225-150, polyclonal
antibody, Jackson ImmunoResearch), as secondary antibody. For nucleus staining DAPI (Invitrogen)
at 0.5pg/ml was used. The slides were mounted with PVA:DABCO mounting medium. Images were
acquired with a Leica DMIRB fluorescence microscope and analyzed with the Fiji software!®.

All experimental protocols were approved by the Ethics Committee of the University of Barcelona and
were conducted under the Declaration of Helsinki. Patients were encoded to protect their confidentiality,
and informed consent obtained.

Results

Inhibition of EXTL2 and EXTL3 mRNA with specific siRNAs. All EXTL siRNAs were tested in
fibroblasts from both patients and high inhibition levels were observed from day 3 to day 14 after trans-
fection. All treated cells had expression levels of around 10% compared to cells treated with negative
control siRNAs using SDHA as endongenous gene (Figure S1). Similar results were obtained with HPRT
as endogenous gene (not shown).

Decrease in GAG synthesis. After three days of transfection, fibroblasts showed a decrease in the
incorporation of **S sulfate of about 30% to 60% (depending on the siRNA used) compared to control
samples (Fig. 1). Both patients showed similar results for each siRNA, indicating a more efficient inhi-
bition of GAG synthesis for siRNAs designed to target the EXTL2 gene (more than 50%) than in those
targeting the EXTL3 gene (less than 50%).
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Figure 2. Decrease in GAG storage. SFC6 and SFC7 fibroblasts were transfected with all four siRNAs and
a negative control siRNA and after 3, 7 and 14 days, GAG storage was analysed. Results for both patients are
the mean = standard error of three experiments performed in duplicate and are expressed in pg GAGs/pg
DNA at 3 days, 7 days and 14 days after transfection. Differences between EXTL siRNAs respect to negative
control siRNA were evaluated using the non-parametric Mann-Whitney U test, and statistical significance
was set at p < 0.05 (*) or p<0.01 (**).

Decrease in GAG storage. Sulfated GAG storage was quantified in patients’ fibroblasts after treat-
ment (Fig. 2). After three days, SFC6 fibroblasts showed 1.346 4 0.085 g GAGs/pg DNA, while treated
fibroblasts presented between 1.075 and 1.235ug GAGs/pg DNA. SFC7 fibroblasts had 0.953 4 0.049pg
GAGs/pg DNA without treatment, and between 0.812 and 1.168 ug GAGs/pg DNA after treatment. After
seven days, SFC6 fibroblasts showed 1.824 & 0.136 pg GAGs/pg DNA, while treated fibroblasts presented
between 1.538 and 1.701 pg GAGs/pg DNA. SFC7 fibroblasts had 1.521 4-0.081 pg GAGs/pg DNA with-
out treatment and between 1.354 and 1.677ug GAGs/pg DNA after treatment. After 14 days, SFC6
fibroblasts showed 3.259 £ 0.0851g GAGs/pg DNA, while treated fibroblasts presented between 2.618
and 2.945pg GAGs/pug DNA. SEC?7 fibroblasts had 2.569 4-0.049 pg GAGs/pg DNA without treatment
and between 1.973 and 2.66 g GAGs/pg DNA after treatment. In general, patients’ storage decreased at
each time point, reaching a maximum reduction of 24% for siRNA si4901 at 14 days in the fibroblasts of
patient SFC7. GAG levels in WT fibroblasts were 0.796 £ 0.105 throughout the experiment.

Heparan sulfate storage was evaluated through immunocytochemistry. Clear differences between
WT and patients’ fibroblasts were observed after cells were fixed and stained with anti-HS antibodies
(Fig. 3A). After a 3-day treatment with siRNA 4899 (as described above), patients’ fibroblasts showed a
clear reduction in HS accumulation (Fig. 3B,C). siRNA 4899 was chosen for this experiment because it
was the one that gave the best results in the reduction of GAG synthesis (see Fig. 1).

Discussion

At present there is no effective treatment for Sanfilippo syndrome. In this report, different siRNAs were
tested as SRT to inhibit key genes for HS synthesis in Sanfilippo C patients. A similar strategy has been
applied previously, using shRNAs to inhibit EXTL genes’ and siRNAs to inhibit other genes participating
in GAG synthesis®.

The siRNAs used in this study showed high mRNA inhibition capacity (around 90%) for as long
as 14 days at low concentrations (10 nM). This is quite surprising, since we observed a relative loss of
inhibition of the GAPDH gene (from 90% at day 3 to 60% at day 14, not shown). This long-lasting effect
on the EXTL genes could be explained by their lower level of expression related to the GAPDH gene
(less amount of siRNA would be enough to keep EXTL mRNA levels low). Besides, these new generation
siRNAs are modified to achieve higher stability. Higher concentrations did not improve the result (data
not shown), indicating the high efficiency of these siRNAs. These inhibition rates were higher than those
previously obtained for the same genes with sShRNAs’.

The results for GAG synthesis were interesting. After three days of transfection, all siRNAs achieved
notable decreases in the synthetic pathway in both patients. Moreover, the reduction may have been
even higher, considering that HS synthesis was inhibited but all types of GAG synthesis were quantified.
Compared with previous results®’, the higher mRNA inhibition levels obtained here achieved greater
GAG synthesis inhibition. Another important point to note is that EXTL2 inhibition seemed to be more
efficient in decreasing GAG synthesis both in our study and in the study by Kaidonis et al.”, suggesting
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Figure 3. Heparan sulfate storage in WT and patients’ fibroblasts. (A) Immunocytochemistry analysis of
HS accumulation (green) in untreated WT and SFC6 and SFC7 cells, using a specific anti-HS antibody. The
same images are shown using the white channel to highlight HS staining. Fibroblasts from patient SFC6

(B) and patient SFC7 (C) were transfected with si4899 and with a negative control siRNA (siC-) for three
days. HS was detected as in A, and shown in the green and white versions. Bar =20 pm.

that EXTL2 may be a better target candidate. It should be noted that at 7 and 14 days after transfection
GAG synthesis was decreased in untreated cells, probably due to the fact that they reached conflu-
ence, which may have promoted a decrease in the synthetic pathway of extracellular matrix components
such as GAGs. It would be interesting to be able to work with more suitable cell types — neural cells,
for example - which are highly relevant to this disease, and have lower growth rates that would allow
long-term studies.

Patients’ fibroblast cultures showed a pronounced increase in GAG storage with time, since these cells
are not able to degrade HS. A slight decrease in storage has been detected after treatment with some of
the siRNAs. The best results were observed at 14 days, although a trend towards a reduction was detected
from three days of treatment onwards. We stress, again, that we decreased HS storage but quantified all
GAG amounts, which may have led to an underestimation of the reduction. In this regard, when HS
accumulation in the ECM was evaluated by immunocytochemistry, using HS-specific antibodies, a clear
reduction of the accumulation was observed after three days of treatment.

Taken together, our results indicate that these siRNAs promote a reduction in mRNA levels of target
genes, a notable reduction in the GAG synthetic pathway after 3 days, specifically of HS, as shown by
immunocytochemistry, and a slower accumulation rate in patients’ cells over two weeks. Although fur-
ther research is needed, RNAi-based therapies is a promising approach, probably to be used as a com-
plementary therapy to obtain synergic effects with other treatments in order to accelerate the rate of HS
degradation and/or excretion out of the cell. The search for novel shRNAs, stable and highly inhibitory
for EXTL2 (the best target, according to our results and those of other authors) is a necessary next step
on the way to achieving a successful SRT for Sanfilippo syndrome.
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Figure S1 EXTL2 and EXTL3 gene silencing. SFC6 and SFC7 fibroblasts were
transfected with all four siRNAs and a negative control siRNA, and after 3, 7, 10 and
14 days, gene expression was analysed by real-time PCR. Results are expressed as the
percentage of gene expression compared to cells transfected with the negative control

siRNA and using two different reference genes (HPRT and SDHA).
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Generation of two compound heterozygous HGSNAT-mutated
lines from healthy induced pluripotent stem cells using
CRISPR/Cas9 to model Sanfilippo C syndrome

Noelia Benetd, Ménica Cozar, Maria Garcia-Morant, Edgar Creus-Bachiller,
Lluisa Vilageliu, Daniel Grinberg, Isaac Canals

Resumen

El sindrome de Sanfilippo C (mucopolisacaridosis I1IC) es una enfermedad de almace-
namiento lisosdmico poco frecuente causada por mutaciones en el gen HGSNAT. Se carac-
teriza por una neurodegeneracion progresiva y severa, para la cual no hay tratamiento dis-
ponible. Aqui hemos generado dos lineas celulares mutadas en el gen HGSNAT a partir de
una linea de células madre pluripotentes inducidas derivadas de humanos sanos (hiPSC)
usando la edicién CRISPR/Cas9. Estas nuevas lineas celulares tienen un cariotipo normal,
expresan marcadores especificos de pluripotencia y tienen la capacidad de diferenciarse a
las tres capas embrionarias in vitro. Estas lineas hiPSC seran utiles para la generacién de
modelos in vitro del sindrome de Sanfilippo C.
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Y Stem Cells, Aging and Neurodegeneration Group, Lund Stem Cell Center, University Hospital, Lund, Sweden

Sanfilippo C syndrome (Mucopolysaccharidosis IIIC) is a rare lyso-
somal storage disorder caused by mutations in the HGSNAT gene. It is
characterized by a progressive and severe neurodegeneration, for which
there is no treatment available. Here, we report the generation of two
HGSNAT-mutated cell lines from a healthy human induced pluripotent
stem cell (hiPSC) line using CRISPR/Cas9 editing. These novel cell lines
have a normal karyotype, express pluripotency specific markers and
have the capability to differentiate into all three germ layers in vitro.
These hiPSC lines will be useful for the generation of in vitro models of
Sanfilippo C syndrome.

Resource Table

Unique stem cell lines identifier UBi001-A-1 and UBi001-A-2

Alternative names of stem cell lines HGSNAT1 (UBi001-A-1)

HGSNAT2 (UBi001-A-2)

University of Barcelona (Barcelona, Spain) and
Lund Stem Cell Center (Lund, Sweden)

Isaac Canals - isaac.canals@med.lu.se

Daniel Grinberg — dgrinberg@ub.edu
Induced pluripotent stem cell line

Human

Healthy human induced pluripotent stem cell
line. Male, 46XY (UBi001-A)

Clonal

Retrovirus (the original iPSC line)

(Canals et al., 2015)

Multiline rationale Isogenic clones

Gene modification YES

Type of modification CRISPR/Cas9-mediated indels

Associated disease Sanfilippo C syndrome

Institution

Contact information of distributor
Type of cell lines

Origin

Cell Source

Clonality
Method of reprogramming

Gene/locus HGSNAT/8p11.21-p11.1
Method of modification CRISPR/Cas9

Name of transgene or resistance N/A
Inducible/constitutive system N/A

Date archived/stock date 31st July 2019

* Corresponding authors.
E-mail address: isaac.canals@med.lu.se (I. Canals).

https://doi.org/10.1016/j.scr.2019.101616

Cell line repository/bank UBi001-A: https://hpscreg.eu/cell-line/
UBi001-A

UBi001-A-1: https://hpscreg.eu/cell-line/
UBi001-A-1

UBi001-A-2: https://hpscreg.eu/cell-line/
UBi001-A-2

Institutional Review Board (IRBO0003099) of
the Bioethical Comission of the University of
Barcelona (October 20, 2016)

Ethical approval

1. Resource utility

Mutations in the heparan-a-glucosaminide N-acetyltransferase
(HGSNAT) gene cause Sanfilippo C syndrome. The HGSNAT mutated
cell lines generated in this work can be used together with the isogenic
control line for disease modelling. These lines can also be useful for
drug screening to identify potential therapeutic approaches for
Sanfilippo C syndrome.

2. Resource details

The HGSNAT gene codes a protein involved in heparan sulfate (HS)
degradation, a glycosaminoglycan present in the extracellular matrix.
Defects in HGSNAT lead to abnormal HS degradation and its storage inside
the lysosomes, resulting in malfunction of the endolysosomal system and
causing Sanfilippo C syndrome, a rare lysosomal storage disorder. This
disease is characterized by a severe and progressive neurodegeneration for
which there is no treatment available for patients.

Here, we targeted exon 2 of the HGSNAT gene in a previously reported
healthy hiPSC line (UBi001-A) (Canals et al., 2015) to generate mutated
hiPSC lines using CRISPR/Cas9 gene-editing system (Fig. 1A). We used the
ribonucleoprotein Cas9 together with a sgRNA targeting HGSNAT exon 2 to
disrupt the gene by non-homologous end joining (NHEJ). The UBi001-A
hiPSC was transfected with the complex Cas9 protein — sgRNA. After
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Available online 24 October 2019

1873-5061/ © 2019 The Author(s). Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license

(http://creativecommons.org/licenses/BY-NC-ND/4.0/).

72

RESULTADOS



N. Benetd, et al.

Exon2 Exon3 Exon4 Exon'5 (2CLE

- sgRNA T = -
ATGAACTTCTCT[GGACCAACTTGACCGTC|[TGGAA

B

Exon17

Exon18

ATCTGARA

Stem Cell Research 41 (2019) 101616

E HGSNAT1

HGSNAT1 HGSNAT2
coaccaacTroaccoTc [T lracToca 66 ACCAACTTOACC ST C T Qe roca
HGSNAT2
"
‘\
1l
——————————————————— - T GG A
[\ / N\ ﬂ
] (VY _ WYVYY
TERCCiACTTEACCET O fereen
. F HGSNAT1
Normal protein
(Parental) 7t N < (1))
635 aa T T T +
PNE6GEs*15 D oo i b19 7} {e e ot A
(HGSNAT1 and HGSNAT2)
I B
> E
P.Y70Hfs*17 z2 W @ _u {
(HGSNAT1) % 500 - - 4 —
e
s Eon HGSNAT2
p.Y70* @ = *¥% A -
(HGSNAT2) z Eon -T . i~ I >7 11 ,(
[ea | - "
- 0.00 I( LR If 2 5% 2t 3%
Parental HGSNAT1 HGSNAT2
N ] [THHI T
G NANOG DAPI o ey D
g .
2 I Bl esc
(2} N
[0) 15 iNs
I NANOG
)
5
S
[ s
< s
Z e
[%2}
1}
I
0o o ey Parental HGSNAT1 HGSNAT2
1.5
H DAPI AFPDAPI TUJ1DAPI POUSF1
)
5
~ g
£ s
& H
o
I -
- -
Parental HGSNAT1 HGSNAT2
100 7 TUuBB3
80+
S §, 60+
g H
% K
40+
o z T
T w
20+
o T T T
2 Parental HGSNAT1 HGSNAT2

Fig. 1. Characterization of HGSNAT-mutated iPSC lines UBi001-A-1 (HGSNAT1) and UBi001-A-2 (HGSNAT2). A) Illustration showing CRISPR/Cas9 strategy for
the HGSNAT gene, with the sgRNA targeting exon-2. B) Sanger-sequencing and alignment of both mutated cell lines, showing deletions (in red) and insertions (in green). C)
Scheme of the different resultant proteins, illustrating aminoacids in frame (black) and those after the frameshift (red). D) HGSNAT activity levels in the different iPSC lines,
expressed in nmol/h - mg protein. E) Representative bright-field images showing typical stem cell morphology (x 4 objective). F) Results of the karyotype analysis for both
cell lines. G) Representative images of the Immunofluorescence staining for pluripotency markers OCT4 and NANOG, and DAPI for nuclei. Scale bar = 100 um. H) In vitro
differentiation assay to the three germ layers: a-SMA (mesoderm, scale bar = 20 um), AFP (endoderm, scale bar = 50 pum) and TUJ1 (ectoderm, scale bar = 20 um). I) Real-
time quantitative PCR analysis showing expression of pluripotent genes POU5F1 (OCT4) and NANOG, and neural marker TUBB3, normalized to GAPDH expression both in
iPSC lines (iPSCs) and induced neurons (iNs). Results are represented as the fold change in gene expression of iNs compared to iPSC.
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Table 1
Summary of lines.
iPSC line Ak.Jbrv'ewatlon Gender Age Ethnicity Genotype of locus Disease
names in figures
UBIOO1-A- HGSNAT ¢.195_210del Sanfilippo
1 HGSNAT1 Male N/A Caucasian | (p.N66Gfs*15)/ C
€.207_208insCA (p.Y70Hfs*17) | syndrome
UBIOOL-A- HGSNAT c.195_210del Sanfilippo
5 HGSNAT2 Male N/A Caucasian | (p.N66Gfs*15)/ C
€.209delinsGAATG (p.Y70%*) syndrome

48-72 h, sorted single cells were plated into laminin-coated 96-well plates
for single cell culture and expansion. To analyse colony genotypes, genomic
DNA was isolated and the regions flanking the targeted exon 2 were am-
plified by PCR, followed by DNA sequencing.

First, a heterozygous line with a normal allele and bearing a 16 bp
deletion in the other allele was obtained (c.195_210del or p.N66Gfs*15).
That deletion included the sgRNA target sequence, which protected the
allele for being targeted again. We used the heterozygous line to generate
two new lines in a second round of targeting; one, UBi001-A-1 with a 2 bp
insertion in the other allele (c.207_208insCA or p.Y70Hfs*17) and another
one, UBi001-A-2 with a complex rearrangement, including a deletion of
1bp and an insertion of 5bp (c.209delinsGAATG or p.Y70%) (Fig. 1B, 1C
and Table 1). All different mutations caused frameshifts that changed the
open reading frame in HGSNAT reducing its enzyme activity (Fig. 1D) into
values similar to patient-derived iPSC lines (Canals et al., 2015). The two
compound heterozygous cell lines obtained were further characterized.

The presence, size and exact sequence of the mutations in separated
alleles were demonstrated by cloning and amplification of the mutated
region in a pGEM-T plasmid and posterior sequencing (Fig. 1B). All muta-
tions in UBi001-A-1 and UBi001-A-2 caused frameshift in the open reading
frame of HGSNAT (Fig. 1C). Both cell lines had a normal stem cell-like
morphology (Fig. 1E) normal karyotype (Fig. 1F), and were mycoplasma
free. The expression of pluripotent markers OCT4 (aka POUSF1) and
NANOG was confirmed by immunocytochemistry (Fig. 1G). Furthermore,
cell lines retained their potential to differentiate into the three germ layers
as showed by immunocytochemistry (Fig. 1H). After performing RT-qPCR,
we confirmed that both mutated hiPSC lines expressed higher levels of
pluripotency markers NANOG and OCT4 when compared with induced
neurons (iNs) derived from the same hiPSC, which instead expressed higher
levels of TUJ1 (aka TUBB3) (Fig. 1I). Short tandem repeat (STR) analysis
confirmed that both cell lines, UBi001-A-1 and UBi001-A-2, had their origin
from its hiPSC parental cell line (UBi001-A) (listed on Fig. S1B). Finally, we
performed sequencing analyses for the top-five predicted off-target sites of
the sgRNA used, confirming that no other editings were present (Fig. S1A).

3. Materials and methods
3.1. Cell culture

All hiPSC were cultured in StemFlex Medium (#A3349401, Gibco)
with 0.5% Penicillin Streptomycin (P/S, #15140-122, Gibco) on
Biolaminin 521 (#LN521, BioLamina) coated plates and maintained at
37 °C in humidified air with 5% CO5. Cells were passaged with StemPro
Accutase Cell Dissociation Reagent (#A1110501, Gibco) every 3-4
days, plating 2 x 10* cells/cm?, around 1:5 split ratio. To improve
survival rate, 2 uM Thiazovivin (#72252, STEMCELL Technologies)
were added to the medium for 24 h after plating.

3.2. CRISPR/Cas9-mediated gene knockout

5 x 10* healthy hiPSC were plated per well in Biolaminin 521-
coated 24-well plates with 10uM Y-27632 (#72302, STEMCELL

Technologies) in StemFlex medium with P/S for 24 h. Then, attached
cells were transfected with an in vitro complex formed by the TrueCut
Cas9 Protein v2 (#A36497, Invitrogen) and a pre-designed TrueGuide
sgRNA Modified (AssayID: CRISPR718654_SGM, #A35511, Invitrogen)
using Lipofectamine Stem Transfection Reagent (#STEMO00001,
Invitrogen). 48-72h after transfection, cells were collected and re-
plated by cell sorting as single cells onto Biolamina 521-coated 96-well
plates in the presence of 10 uM Y-27632. The resulting colonies were
amplified and a portion of cells of each colony was collected for PCR
amplification and sequencing (Table 3).

3.3. Karyotyping, STR analysis and mycoplasma detection

UBi001-A-1 and UBi001-A-2 at passage 13 and 10 after transfection,
respectively, were prepared for karyotype analysis. Colcemid (#15212-
046, Invitrogen) was added to a final concentration of 2 ng/ml during
45 min. The cells were harvested with StemPro Accutase. 20 metaphase
spreads were counted for each cell line in the karyotyping analysis,
which was carried out by AMBAR (Analisis Mediques Barcelona). For
STR analysis, 16 different loci (listed on Fig. S1B) were analysed on
gDNA (DNeasy Blood & Tissue Kit #69504, Qiagen) by AMBAR. Cell
culture supernatants were analysed using a Mycoplasma Detection Kit
(#4542, Biotools) following the manufacturer's instructions.

3.4. HGSNAT activity

Enzyme activity was measured as described in (Canals et al., 2011).

3.5. Embryonic body (EB) formation and in vitro differentiation

EBs formation and three germ layers differentiation was performed
as in (Canals et al., 2015), but hiPSC were maintained in StemFlex
medium with P/S during this EB formation, and Thiazovivin was added
from the day hiPSC were distributed in 96-well plates with V bottom
until 2-3 days after, when EBs were put in suspension.

3.6. Immunofluorescence staining

Cells were fixed in 4% PFA for 15 min, blocked and permeabilised
with TBS containing 0.1% Triton-X 100 (#28817.295, VWR) and 5%
normal donkey serum (#S30-100 M, Merck Millipore) (TBS+ +) for 2h
at room temperature. Primary antibodies (Table 3) were incubated for
overnight at 4 °C. Then, secondary antibodies (Table 3) were incubated
2h at room temperature. Nuclei were stained with 0.5 pg/ml DAPI
(#D1306, Invitrogen). Both antibodies and DAPI were diluted in TBS +
+. Slides were mounted with MOWIOL mounting medium (#475904,
Millipore). iPSC images were acquired with ZOE Fluorescence Cell
Imager (Bio Rad), images from EBs differentiated into ectoderm (TUJ1)
and mesoderm (a-SMA) were acquired using Zeiss confocal microscope
LSM 880, and images from EBs differentiated into endoderm (AFP)
were acquired using Leica confocal TCS-SP2 microscope. All images
were analysed with the Fiji software (Schindelin et al., 2012).
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Table 2
Characterization and validation.

Stem Cell Research 41 (2019) 101616

Mutation analysis (IF
APPLICABLE)

mutation in both cases

Classification Test Result Data
Morphology Photography Normal Figure 1 Panel E
o ) Positive for pluripotency
Qualitative analy5|s' markers: OCT3/4 and Figure 1 Panel G
(Immunocytochemistry)
NANOG
Phenotype Relative expression of
itati i luripotency markers:
Quantitative analysis p ’ P Y Figure 1 Panel |
(RT-gPCR) positive for OCT3/4 and
NANOG
Genotype Karyotype (Q-bandmg) 46 XY, Resolution 550-650 | Figure 1 Panel F
and resolution
Microsatellite PCR Not performed
Identit (mPCR) OR -
Y STR analysis 16 loci tested,100% Available with the
matched authors
. Compound heterozygous .
Sequencing Figure 1 Panel B

Off-target analysis

Top 5 predicted off-target
analysed and all sequence
were correct

Supplementary Figure 1
Panel A

Microbiology and
virology

Mycoplasma

Negative

Supplementary Figure 1
Panel C

Differentiation
potential

Embryoid body
formation and
differentiation

Endoderm: a-feto protein
(AFP), mesoderm: muscle
actin (a-SMA), and
ectoderm: B-tubulin
(TUIL).

Figure 1 Panel H

Donor screening

HIV 1 + 2 Hepatitis B,

Not performed

(OPTIONAL) Hepatitis C
Genotype additional Blood group genotyping | Not performed
info (OPTIONAL) HLA tissue typing Not performed

3.7. Direct neural differentiation

Neural induction with Ngn2 overexpression was carried out as
previously described (Zhang et al., 2013). Six days after induction, in-
duced neurons (iNs) were re-plated on a Matrigel-coated 6-well plate
and 10 days after induction, RNA was extracted using High Pure RNA
Isolation Kit (#11828665001, Roche).

3.8. Real-time PCR analysis

RNA was isolated as described above, and 2 ug of total RNA was
used to synthesize cDNA, using the High Capacity cDNA Reverse
Transcription kit (#4368814, Applied Biosystems) and the RNase
Inhibitor (#N8080119, Applied Biosystems), following manufacturer's
instructions. Real-time qPCR was performed in LightCycler 480 II
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(Roche) system with a LightCycler 480 Probes Master (#04887301001,
Roche). GAPDH probe was used as a normaliser. TagMan probes are
listed in Table 3.
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Table 3
Reagents details

Stem Cell Research 41 (2019) 101616

Antibodies used for immunocytochemistry/flow-citometry

Antibody Dilution | Company Cat # and RRID
. Santa Cruz Biotechnology #sc-
Mouse anti-OCT3/4 1:100
Pluri Mark 5279, RRID: AB_628051
uripotency Markers L Abcam #ab21624, RRID:
Rabbit anti-NANOG 1:100
AB_446437
DakoCytomation (now part of
Rabbit anti-AFP 1:100 Agilent) #A0008, RRID:
_ o AB_2650473
Differentiation _ Sigma-Aldrich #A5228, RRID:
Markers Mouse anti-SMA 1:100
AB_262054
. X Covance #MRB-435P, RRID:
Rabbit anti-TUJ1 1:500
AB_663339
. Jackson Immunoresearch #715-
Donkey anti-mouse Cy2 1:200
s q ibodi 225-150, RRID: AB_2340826
econdary antibodies : i Jackson Immunoresearch #711-
Donkey anti-rabbit Cy3 1:200
165-152, RRID: AB_2307443
Primers
Target Forward/Reverse primer (5'-3')
. GGAAGCAACTGTTCACACGA/
Targeted mutation HGSNAT
CATCCCTGAGAACTGGCTTT
POT1: GTTGAGGTAAGGCAAGCAAAA/
CTGGTAGACGGTCAGTCTGGTCC CAGTTCAAACAGATTAGGTCC
POT2: CCCCACATATTACCCACGAG/
CCGGGAGACGGTCAAGTTGGGGT | GCGAGAGACACACAAAGAAC
. POT3: GCATTATCCCAGACAACTCTG/
Potential off-target
GTAGACGGTCCTGTGGGGCC GAGAAGTTGGAACGACTATTTA
POT4: AAGCGGTTGTTCTCCAAATG/
CTGGTACACGGTGAACTTGGTCT | CCTGTCTGCATCCTCACTCA
POTS: GATTGGGATCTGAGCGGAC/
GGACTGACTGGACCGTCTGC AAGGGCAAAGTGTTGTGGAC
Probes for RT-qPCR
Target Assay ID (#4331182, TagMan)
X NANOG Hs02387400_g1
Pluripotency markers
POU5F1 (OCT3/4) Hs01654807_s1
Neural marker TUJ1 Hs00801390_s1
House Keeping GAPDH Hs99999905_m1

impediments to publication, including the timing of publication, with
respect to intellectual property. In so doing we confirm that we have
followed the regulations of our institutions concerning intellectual

property.
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Supplementary material associated with this article can be found, in
the online version, at doi:10.1016/j.scr.2019.101616.
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Loci tested in STR analysis

Genetic markers | Chromosomic location
D8S1179 8
D21S11 21g11.2-g21
D75820 7q11.21-22
CSF1PO 5033.3-34
D3S1358 3p
THO1 11p15.5
D13S317 13g22-31
D165539 16q24-qter
D251338 2g35-37.1
D195S433 19q12-13.1
VWA 12p12-pter
TPOX 2p23-2per
D18S51 18q21.3
D55818 5g21-31
FGA 4928
AMELOGENIN* x: 5:25'111'.222'3

*Amelogenin: Result related with gender: XX (female); XY (male)
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Neuronal and astrocytic differentiation from Sanfilippo C
syndrome iPSC for disease modeling and drug development
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Madalina Sacultanu, Eulalia Segur-Bailach, Maria Garcia-Morant,
Antonia Ribes, Henrik Ahlenius, Daniel Grinberg, Lluisa Vilageliu, Isaac Canals

Resumen

El sindrome de Sanfilippo tipo C (mucopolisacaridosis IlIC) es una enfermedad de
almacenamiento lisosomico neurodegenerativo de inicio temprano, que actualmente no
dispone de tratamiento. La gran mayoria de los estudios centrados en los mecanismos de
la enfermedad del sindrome de Sanfilippo se realizaron en células no neurales o mode-
los de raton, que presentan limitaciones obvias. Las células madre pluripotentes inducidas
(iPSCs) son una forma eficiente de modelar enfermedades humanas in vitro. Los protocolos
de diferenciacién basados en factores de transcripcion recientemente desarrollados permi-
ten la conversion rapida y eficiente de iPSCs en el tipo celular de interés. Al aplicar estos
protocolos, hemos generado nuevos modelos neuronales y astrociticos del sindrome de
Sanfilippo utilizando nuestras lineas de iPSCs de enfermedades previamente establecidas.
Ademas, nuestro modelo neuronal exhibe fenotipos moleculares especificos de la enferme-
dad, como el aumento de lisosomas y heparan sulfato. Por ultimo, probamos un tratamiento
experimental basado en siRNAs que previamente demostré ser exitoso en los fibroblastos
de los pacientes, y demostro¢ su falta de eficacia en las neuronas. Nuestros hallazgos resal-
tan la necesidad de usar modelos celulares humanos relevantes para probar intervenciones
terapéuticas y muestran la aplicabilidad de nuestros modelos neuronales y astrociticos del
sindrome de Sanfilippo para futuros estudios sobre mecanismos de enfermedad y desarro-
llo de farmacos.
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Abstract: Sanfilippo syndrome type C (mucopolysaccharidosis IIIC) is an early-onset
neurodegenerative lysosomal storage disorder, which is currently untreatable. The vast majority of
studies focusing on disease mechanisms of Sanfilippo syndrome were performed on non-neural
cells or mouse models, which present obvious limitations. Induced pluripotent stem cells (iPSCs)
are an efficient way to model human diseases in vitro. Recently developed transcription factor-
based differentiation protocols allow fast and efficient conversion of iPSCs into the cell type of
interest. By applying these protocols, we have generated new neuronal and astrocytic models of
Sanfilippo syndrome using our previously established disease iPSC lines. Moreover, our neuronal
model exhibits disease-specific molecular phenotypes, such as increase in lysosomes and heparan
sulfate. Lastly, we tested an experimental, siRNA-based treatment previously shown to be
successful in patients’ fibroblasts and demonstrated its lack of efficacy in neurons. Our findings
highlight the need to use relevant human cellular models to test therapeutic interventions and
shows the applicability of our neuronal and astrocytic models of Sanfilippo syndrome for future
studies on disease mechanisms and drug development.

Keywords: sanfilippo syndrome; mucopolysaccharidosis III; lysosomal storage disorders; induced
pluripotent stem cells; neuronal differentiation; astrocyte differentiation; transcription factor-based
differentiation; lysosomes; siRNAs; substrate reduction therapy

1. Introduction

Lysosomal storage disorders (LSDs) are a group of rare inherited metabolic diseases caused by
deficiencies in lysosomal enzymes leading to impaired recycling of macromolecules and alteration of
the endolysosomal system [1]. Mucopolysaccharidoses (MPS), one type of LSD, arise from mutations
in the genes responsible for the degradation of glycosaminoglycans (GAGs), which accumulate
within the lysosomes. Among MPS, Sanfilippo syndrome (also known as mucopolysaccharidosis III
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or MPS III) is the most frequent form and is characterized by the incomplete degradation of one
specific GAG known as heparan sulfate (HS). At the cellular level, partially degraded HS accumulates
inside the lysosomes of several organs and tissues [2—4]. Four different Sanfilippo syndrome subtypes
are recognized depending on the mutated gene and consequent enzyme deficiency: type A
(OMIM#252900), type B (OMIM#252920), type C (OMIM#252930), and type D (OMIM#252940).
Patients from all four subtypes show similar clinical symptomatology, mainly characterized by an
early-onset severe and progressive neurodegeneration accompanied by mild somatic symptoms [2-
4]. The incidence of all Sanfilippo syndrome subtypes is around 1 in 70,000 live births, with a
prevalence of 1 to 9 in 1,000,000 people depending on the studied population. Prevalence of the
different subtypes vary between populations (i.e., subtype A is more frequent in the north of Europe
while subtype B is more frequent in southern Europe [5]). Sanfilippo syndrome type C is caused by
a deficiency in an enzyme located in the lysosomal membrane, heparan-alpha-glucosaminide N-
acetyltransferase (HGSNAT, EC 2.3.1.78) [6], which is encoded by the HGSNAT gene. This gene is in
the pericentromeric region of chromosome 8 (8p11.2-8p11.1) and has 18 exons [7,8]. The HGSNAT
protein has 635 amino acids and 11 transmembrane domains [9]. Sanfilippo syndrome type C
presents a prevalence of 1 in 1,500,000 live births, accounting for approximately 4% of all Sanfilippo
syndrome cases worldwide [3]. First neurological symptoms appear at an early age (commonly
within 3 to 7 years of age) and patient life expectancy spans from 10 to 30 years [3].

To date, there is no treatment for the neurological symptoms of Sanfilippo syndrome, and
management of these patients consists of palliative measures. For non-neurological LSDs, enzyme
replacement therapy has been proven to be the most successful strategy [10]; however, the blood—
brain barrier limits availability of the enzyme in the brain and intrathecal administration, besides
being a very invasive strategy, did not promote neurocognitive benefits in most Sanfilippo patients
in a recent clinical trial [11]. Similarly, therapies using hematopoietic stem cell transplantation before
disease onset, although useful for treating somatic symptoms, are not effective to prevent
neurodegeneration in patients [12]. Alternatively, the use of pharmacological chaperones to improve
the correct folding and stability of the defective protein has been approved for some LSDs [13]. For
Sanfilippo syndrome type C, promising results were shown using glucosamine in patients’
fibroblasts [14], but its efficiency in brain cells and its ability to cross the blood-brain barrier remains
to be assessed. Gene therapy is an optimal therapeutic option for LSDs since it has been proposed
that increases around 10% in enzymatic activity are sufficient to produce clinical benefits in patients
[10]. In the case of Sanfilippo syndrome types A and B, two clinical trials based on intracerebral
injection of adeno-associated virus (AAV) showed some neurological improvements in patients
[15,16]. However, it is important to note that successful gene therapy for lysosomal enzymes relies
on the ability of transduced cells to share the correct lysosomal enzyme with non-transduced
neighboring cells through 6-mannose phosphate receptors [17]. Considering that HGSNAT is a
lysosomal transmembrane protein that does not shuttle through the 6-mannose phosphate pathway,
Sanfilippo C syndrome might not be the best candidate for this therapeutic strategy. Nonetheless,
some promising results have been obtained in a mouse model using a novel AAV with a modified
capsid [18]. Another interesting therapeutic approach for LSDs is substrate reduction therapy (SRT)
to decrease the synthesis of the molecule that cannot be correctly degraded. For Sanfilippo syndrome,
rhodamine B and genistein have shown good results in fibroblasts or animal models [19-21],
however, those results did not translate in clear neurological benefits for patients [22]. A different
SRT approach consists in the use of RNA interference (RNAi) to inhibit genes responsible for GAG
synthesis. Patients’ fibroblasts treated with siRNAs or shRNAs against two genes involved in HS
synthesis showed a clear reduction in GAG production [23-25] and HS storage [25]. However, given
the neurological symptoms seen in patients, it is crucial to study SRT in relevant human neural cells.

For many years, human culture systems were limited to the use of immortalized cell lines with
genetic and epigenetic aberrations as well as unstable karyotypes or primary cells from patients,
which are very difficult to obtain [26]. Moreover, patient cells are usually derived from postmortem
material, which represents the end stage of the disease and does not allow studies on early disease-
related alterations. Fibroblasts are often used as human cellular models in LSDs, but there are

RESULTADOS

83



84

J. Clin. Med. 2020, 9, 644 3 of 15

significant differences between fibroblasts and neural cell types. All these aspects accentuate the
importance of generating new relevant cell models to investigate the underlying mechanisms of
disease. The discovery of strategies to reprogram somatic cells back to pluripotency [27] has created
several opportunities for generating in vitro models of rare monogenic diseases of the nervous
system.

Due to the lack of alternative sources, induced pluripotent stem cell (iPSC)-derived neurons and
astrocytes are particularly valuable for studies of human disease mechanisms. In the last years,
several differentiation protocols to differentiate iPSCs into neurons have been described [28].
Nevertheless, neurons are not the only neural cell type involved in neurological disorders. Research
in the last 20 years has emphasized the role of glial cells, especially astrocytes, in the regulation of
brain functionality and homeostasis [29]. For that reason, several differentiation protocols to generate
astrocytes from iPSCs have been developed [28]. However, these protocols are usually time-
consuming and technically challenging and obtained cells are not always well characterized.
Transcription factor-based strategies to accelerate differentiation of iPSCs into pure populations of
specific cell types have been recently described [30]. These protocols represent a very useful tool
considering the need for large-scale production of neurons and astrocytes with high purity for clinical
applications and drug screening. Initially, this strategy was shown to drive iPSC differentiation
towards excitatory cortical induced neurons (iNs) by lentiviral overexpression of Ngn2 [31]. With this
approach, efficient conversion to a pure population of excitatory neurons with functional synapses
was achieved in two weeks. Regarding glial differentiation, functional and mature induced astrocytes
(iAs) from iPSCs were obtained in three weeks after lentiviral overexpression of two gliogenic
transcription factors, Nfib and Sox9 [32]. These transcription factor-based protocols are valuable tools
to rapidly and efficiently generate in vitro models to investigate in depth the role of neurons and
astrocytes in neurodegenerative LSDs, as well as to assess and optimize potential therapies through
drug and toxicity screening.

The recent development of the CRISPR/Cas9 system [33], an RN A-based genome-editing tool,
enables efficient site-specific genome editing to generate isogenic cell lines from iPSCs, either
introducing specific mutations in a healthy line or correcting mutations in patient-derived lines. The
main advantage of having isogenic lines is to avoid the possibility of detecting non-disease-related
phenotypes arising from differences in the genetic background of patients and controls, one of the
main drawbacks of iPSC-based studies using several lines. By combining iPSCs with CRISPR/Cas9
genome editing, it is possible to generate models where the only genetic difference between cell lines
is the disease-causative mutation. Importantly, after CRISPR/Cas9 editing, the capacity of iPSCs to
rapidly proliferate and differentiate remains unaffected due to the high target specificity of this
technique [34].

Two previous studies have been performed using Sanfilippo patient-derived iPSCs and
differentiation towards the neural lineage [35,36]. In the first study on Sanfilippo B iPSC-derived
neurons differentiated for five weeks, authors found bigger intracellular vesicles positive for
lysosomal associated membrane protein 1 (LAMP1) together with increased and abnormal Golgi
complexes. Moreover, gene expression profiles suggested alterations of extracellular matrix
constituents as well as cell-matrix interactions during differentiation [35]. However, glial cells were
not investigated in this work and their role in disease mechanisms remained unknown. In a second
study, Sanfilippo C iPSC-derived neural cultures showed also bigger vesicles positive for LAMP1
and accumulation of GAGs after nine weeks of differentiation [36]. Interestingly, network activity
and connectivity were impaired, thus suggesting that lysosomal alterations were leading to
functional impairment. Nevertheless, specific astrocyte-phenotypes were again not investigated,
keeping unanswered what the exact role is of astrocytes in disease development.

We have previously generated two HGSNAT-mutated iPSC lines [37] through the use of
CRISPR/Cas9 and one iPSC line from a Sanfilippo syndrome type C patient’s fibroblasts [36]. Here
we combined these three iPSC lines with optimized protocols to obtain neurons [31] and astrocytes
[32], creating novel and relevant disease models that recapitulate major Sanfilippo syndrome
hallmarks. We then assayed an siRNA-based SRT strategy that was successful in treating patient
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fibroblasts [25] and showed that this strategy is not effective in neural cells, highlighting the
importance of using disease-relevant cells in studies of disease mechanisms and drug screening.

2. Experimental Section

2.1. Human iPSCs

Four previously generated iPSC lines were used: one healthy control (WT) and a patient-derived
line (SFC6) [36], and two isogenic mutant lines, HGSNAT1 and HGSNAT?2, generated from the WT
iPSC line with CRISPR/Cas9 genome editing [37].

All iPSCs were maintained in feeder-free conditions using mTeSR™ Plus medium (STEMCELL
Technologies, Grenoble, France) with 0.5% Penicillin Streptomycin (P/S, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA USA) on Matrigel (Corning, Corning, NY USA)-treated plates and maintained at 37 °C
in humidified air with 5% CO., with medium changed every 2-3 days. Cells were passaged with
StemPro Accutase Cell Dissociation Reagent (Accutase, Thermo Fisher Scientific) every 3—4 days,
when reaching approximately 80% confluency and plating at 2 x 10* cells/cm?2. To improve survival
rate, either 2 pM Thiazovivin (TZV, STEMCELL Technologies) or 10 uM Rock Inhibitor (RI,
STEMCELL Technologies) was added to the medium for 24 h after plating.

References for all products can be found in Table S1.

2.2. Lentiviral Production

Lentiviral vectors used were M2-rtTA (rtTA, reverse tetracycline-controlled transactivator,
Addgene, Watertown, MA USA), tet-O-Ngn2-puro (Ngn2, Addgene), tetO-Sox9-Puro (Sox9, [32]),
and tetO-Nfib-Hygro (Nfib, [32]).

Ngn2, Sox9, Nfib, and rtTA lentiviruses were produced in HEK 293T cells as previously
described [32]. Briefly, cells were cotransfected with lentivectors and the packaging plasmids
pMD2.G (Addgene), pRSV-Rev (Addgene), and pMDLg/pRRE (Addgene) using 2.5 M CaCl.. For two
T175 flasks, 22 pg of pMD2.G, 15 ug of pRSV-Rev, 30 ug of PMDLg/pRRE, and 75 ug of the desired
lentivector plasmids were transfected. The day after, medium was changed and 24 h later, viruses
were harvested and pelleted by centrifugation (20,000x g for 2 h at 4 °C), supernatant was aspirated,
and 100 pL of Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Merck KGaA, Darmstadt, Germany)
added to the virus pellet without resuspending. The day after, viruses were resuspended, aliquoted,
and stored at —80 °C.

References for all products in 2.2. are in Table S2.

2.3. Generation of Induced Neurons and Astrocytes from iPSCs

Both neural induction [31] and astrocyte induction [32] were carried out as previously described
with minor modifications. Protocol schemes are shown in Figure 1.

Neuronal in ion
A euronal inductiol >
) IS ) =N .
é,g § S ] Q,DQ g‘ RNA collection (RT-gPCR)
& él)§ * Puro selection & é\l‘ iNs collection (HS)

()Q é}* o Xz iNs fixation (immuno)

5 QF N
< S

Astrocyte induction

B e __hSlrOC yleinduction______________ .

L .
Y R S— F RNA collection (RT-gPCR)
& RN S Puro selection & § iAs fixation (immuno)
] &F < ¢
O R L ] @
.g(o NG Hygro selection X

Figure 1. Schemes describing the protocols for induction of neurons (A) and astrocytes (B).
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Briefly, on day 2, human iPSCs at approximately 80% confluency were dissociated with
Accutase, and 7 x 10° cells were replated in Matrigel-coated six-well plates using mTeSR™ Plus
medium with 10 uM RI. One day later (day 1), medium was replaced by fresh mTeSR™ Plus medium,
and 1 uL of each virus (rtTA and Ngn2 for iNs; rtTA, Nfib, and Sox9 for iAs) was added to each well.
On day 0, medium was replaced with fresh mTeSR™ Plus medium containing 2.5 ug/mL doxycycline
(Dox, Thermo Fisher Scientific), which was kept in the medium throughout the experiments.

For neuronal induction, from day +1, medium was changed daily using N2B27 medium (1:1
DMEM/F12 (Thermo Fisher Scientific) and Neurobasal medium (Thermo Fisher Scientific), 1% (50x)
B-27™ supplement (Thermo Fisher Scientific), 0.5% (100x) N-2 supplement (Gibco™, Thermo Fisher
Scientific), 1% GlutaMAX (Thermo Fisher Scientific), and 1% P/S) with 48 h of 1.25 ug/mL puromycin
(Thermo Fisher Scientific) selection. On day +6, cells were dissociated with Accutase over 20 min, and
passed through 40 um strainers (Corning) to eliminate cell aggregates. Then, 5 x 105 cells were
replated in Matrigel-treated six-well plates for real time quantitative polymerase chain reaction (RT-
qPCR) and ultra-performance liquid chromatography-tandem mass spectrometer (UPLC-MS/MS)
heparan sulfate (HS) quantity measurement experiments, and 7 x 10* cells were replated in Matrigel-
treated 13 mm coverslips for immunocytochemistry experiments.

For astrocyte induction, on days +1 and +2, cells were cultured in Expansion medium (DMEM/F-
12, 10% fetal bovine serum (FBS, Thermo Fisher Scientific), 1% (100x) N-2 supplement, and 1%
GlutaMAX). On day +3, 75% of Expansion medium was combined with 25% of FGF medium
(Neurobasal, 2% (50x) B-27™ supplement, 1% non-essential amino acids (NEAA, Thermo Fisher
Scientific), 1% GlutaMAX, and 1% FBS, 8 ng/mL fetal growth factor (FGF, Peprotech, London, UK), 5
ng/mL ciliary neurotrophic factor (CNTEF, Peprotech), and 10 ng/mL bone morphogenetic protein 4
(BMP4, Peprotech)). On day +4, 50% of Expansion medium was combined with 50% of FGF medium.
On day +5, 25% of Expansion medium was combined with 75% of FGF medium. Selection of
transduced cells was carried out on days 1-2 adding 1.25 pg/mL puromycin and on days 1-5 adding
hygromycin (200 pg/mL) (Thermo Fisher Scientific). On day +6, cells were dissociated with Accutase
until a single cell suspension was achieved. Then, 5 x 10° cells were replated in Matrigel-treated six-
well plates for RT-qPCR experiments using FGF medium alone. For immunocytochemistry, 7 x 10*
cells were replated in Matrigel-treated 13 mm coverslips using FGF medium alone.

References for all products in 2.3. are in Table S3.

2.4. siRNA Transfection

Neurons and astrocytes grown in six-well plates were transfected on day +7 using 2 uL per well
of Lipofectamine RNAIMAX transfection agent (Thermo Fisher Scientific). One siRNA Silencer®
Select against EXTL? gene (siRNA-4899, Assay ID: si4899, Thermo Fisher Scientific) and one negative
control siRNA (siRNA-C, Thermo Fisher Scientific) were used at a final concentration of 30 nM and
one well was treated with Lipofectamine RNAiMAX alone (No-siRNA) as a control.

References for all products in 2.4. are in Table S4.

2.5. Immunofluorescence Staining

Neurons or astrocytes were fixed on day +10 with 4% paraformaldehyde (PFA, VWR, Llinars
del Vallés, Spain) for 15 min, washed with tris-buffered saline (TBS, Thermo Fisher Scientific),
blocked and permeabilized with TBS containing 0.1% Triton-X 100 (VWR) and 5% normal donkey
serum (Merck KGaA, TBS++) for 2 h at room temperature. Primary antibodies were incubated
overnight at 4 °C. The day after, cells were washed twice for 5" with TBS, 5" with TBS++ and secondary
antibodies and 0.5 pug/mL 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, Thermo Fisher Scientific) or 1 pg/mL
Hoechst 33342 (Thermo Fisher Scientific) were incubated 2 h at room temperature in TBS++. After
washing 5 with TBS for three times and once with ddH:O, coverslips were mounted on slides with
Mowiol® 4-88 (Merck KGaA) mounting medium.

Images were acquired using ZEISS confocal microscope, and then all images were mounted
using the Fiji-Image] software [38]. Analysis of images was performed with summation of 10 z-stacks
separated by 0.36 um. First, soma area was defined by Tujl+ staining and, within this area, the
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lysosomal associated membrane protein 2 (LAMP2) area was measured establishing a threshold with
Li algorithm. To obtain LAMP2/Tujl area, both areas obtained were divided for each z-stack
summation. Mean intensity data were obtained directly measuring the mean intensity inside the area
established by the LAMP?2 threshold.

References for all products in 2.5. are in Table S4.

References for antibodies used in 2.5. are in Table S5.

2.6. RT-gPCR

RNA was extracted at day +10 using High Pure RNA Isolation Kit (Roche, Basel, Switzerland),
and 2 pg of total RNA was used to synthesize cDNA using the High-Capacity cDNA Reverse
Transcription kit (Thermo Fisher Scientific) and the RNase Inhibitor (Thermo Fisher Scientific),
following manufacturer’s instructions. Real-time qPCR was performed in LightCycler 480 II (Roche)
system with a LightCycler 480 Probes Master (Roche) and TagMan Gene Expression Assays (Thermo
Fisher Scientific). Quantification cycle (Cq) calculation was done using LightCycler 480 Software
(release 1.5.0, Roche). To confirm reproducibility of RT-qPCR, the intra-assay precision was
determined in three repeats within one LightCycler run. Intra-assay coefficient variation of all assays
at our working conditions was below 1% and Cq standard deviation smaller than 0.3. In all
experiments, GAPDH expression was stable and used as a normalizer.

References for all products in 2.6. are in Table S4. References for TagMan assays used in 2.6. are
in Table S6.

2.7. HS Quantity Measurement

For HS quantity measurement experiments (UPLC-MS/MS), cells were collected at day +10 using
cell scrapers (Labclinics, Barcelona, Spain), centrifuged at 300x g for 5 min, resuspended on 70 uL of
ddH20, and subjected to a four-cycle freezing (80 °C)/thawing (4 °C) protocol to lysate the cells.
Protein concentration was measured using DC™ Protein Assay (Bio-Rad, Hercules, CA USA), based
on the Lowry method (reference in Table S4) and HS was quantified using an established protocol
based on UPLC-MS/MS [39].

2.8. Data Analysis

Data are presented as the mean + s.e.m. of three independent experiments. Statistical analyses
were performed using an appropriate test in Prism software. For cell-specific markers RT-qPCR, ratio
paired t-test was performed. For area and intensity measurements of LAMP2, as well as for UPLC-
MS/MS HS measurements, we used ordinary one-way ANOVA corrected by Dunnett post hoc test,
comparing WT-iNs with the other groups. In the case of EXTL2 mRNA expression RT-qPCR after
siRNA treatment, an ordinary one-way ANOVA corrected by Tukey post hoc test was used.
Significance was set at p < 0.05 for all experiments.

3. Results

3.1. Generation of iNs and iAs to Model Sanfilippo C Syndrome

To develop new neuronal and astrocytic models for Sanfilippo C syndrome, we differentiated
iPSC lines into induced neurons (iNs) and induced astrocytes (iAs) using lentiviral overexpression of
Ngn2 (iNs) or Sox9 and Nfib (iAs) as previously described [31,32]. We used one healthy control iPSC
line (WT) and three disease iPSC lines, two generated from the WT line using CRISPR/Cas9
(HGSNAT1 and HGSNAT2) and one patient-derived iPSC line (SFC6). All mutant lines carried
mutations in both alleles of the HGSNAT gene leading to decreased enzymatic activity [36,37].

To confirm differentiation, we examined expression of cell-type-specific markers using qPCR
and immunocytochemistry. At day 10 after induction, pluripotency-related genes NANOG and
POUS1F1 (Figure 2A and 2B, respectively) were pronouncedly downregulated. On the other hand,
neuronal-specific genes TUBB3, SYP, and MAP2 (Figures 2C-E) were highly upregulated in iNs
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compared to iPSCs, confirming acquisition of neuronal fate. Similarly, an evident increase in
expression of astrocyte-specific genes GFAP, S100B, and ALDH1L1 (Figure 2F-H, respectively) was

observed after iPSC differentiation into iAs.
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Figure 2. Cell-type-specific marker expression measured by qPCR in iPSCs (black), iNs (grey), and
iAs (white) from all lines: WT, HGSNAT1, HGSNAT2, and SFC6. NANOG (A) and POU51F1 (B) are
iPSC-associated markers; TUBB3 (C), SYP (D), and MAP2 (E) are neuronal-specific markers; and
GFAP (F), S100B (G), and ALDH1L1 (H) are characteristic markers for astrocytes. Gene expression is
normalized to GAPDH expression. Data are shown as the mean + s.e.m. from three independent
experiments with two technical replicates. **** p value < 0.0001, *** p value < 0.001, ** p value <0.01, *

p value < 0.05, ratio paired t-test comparing iPSC vs. iN or iAs.

To further confirm differentiation towards neurons and astrocytes, we analyzed expression of
cell-type-specific markers by immunocytochemistry 10 days after induction. For neurons, Tujl and
MAP2 were detected in a majority of iNs while for astrocytes, S1I00B and VIM were found in most
iAs. Results were the same for iNs and iAs differentiated from all iPSC lines (Figure 3), indicating
similar and high potential to rapidly generate pure populations of neurons and astrocytes with

transcription factor-based protocols for all iPSC lines.
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WT HGSNAT1 HGSNAT2 SFC6

iNs

iAs

Figure 3. Representative images of differentiated iNs from all iPSC lines (WT, HGSNAT1, HGSNAT2,
and SFC6) positive for Tujl (red) and MAP2 (green) and iAs from all iPSC lines positive for S100B
(red) and VIM (green). Nuclei were detected with Hoechst (blue). Scale bar = 25 pum.

3.2. iNs and iAs Recapitulate Major Sanfilippo C Phenotypes

Next, we sought to evaluate whether iNs and iAs derived from disease lines recapitulated main
Sanfilippo syndrome phenotypes and would represent good cellular models of the disease. For that
purpose, we performed two different experiments: LAMP2 immunocytochemical analysis to detect
alterations in the lysosomal content of disease cells and HS quantification through UPLC-MS/MS to
compare HS amounts between disease and healthy cells.

LAMP2 has been extensively used as a marker for lysosomes. Using immunocytochemistry
(Figure 4A), we found an increase of about 5% in the area occupied by LAMP2+ vesicles in the
neuronal soma of HGSNAT2-iNs compared to WT-iNs, but not in the other lines (Figure 4B). When
LAMP?2 intensity was assessed, all disease lines showed a tendency to have increased levels
compared to the WT (Figure 4C). Our results suggest that there is a slight increase in the lysosomal

content of disease iNs compared to healthy iNs after only 10 days of in vitro differentiation from
iPSCs.
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Figure 4. LAMP?2 analysis in iNs. (A) Representative images of iNs after 10 days of differentiation
positive for LAMP2 (green) and Tujl (red). DAPI was used to detect nuclei (blue). Scale bar =10 pm.
(B) Quantification of the lysosomal content shown as LAMP2+ coverage of the Tujl+ neuronal soma.
(C) Fold change in the mean LAMP2 dot intensity in disease iNs normalized to mean intensity of
LAMP2 in WT-iNs. Data are shown as the mean # s.e.m. from three independent experiments with
five technical replicates. ** p value < 0.01, ordinary one-way ANOVA corrected by Dunnett post hoc
test, comparing all groups to WT.

As Sanfilippo syndrome patients accumulate HS and previous studies in fibroblasts confirmed
this phenotype [25], we measured the amount of HS in iNs obtained from all iPSC lines with UPLC-
MS/MS. We identified a tendency towards increased levels of HS in disease iNs compared to the
healthy control, suggesting that iNs displayed one of the major cellular phenotypes associated with
Sanfilippo syndrome (Figure 5).

5

p=0.1064 p =0.0691

ug HS / mg protein
A

-
I S

0;

WT HGSNAT1 HGSNAT2  SFC6

Figure 5. HS quantification by ultra-performance liquid chromatography-tandem mass spectrometer
(UPLC-MS/MS) in iNs derived from all iPSC lines: WT, HGSNAT1, HGSNAT2, and SFC6. HS
quantity is expressed in pg of HS in relation to mg of total protein. Data are shown as mean + s.e.m.
from three independent experiments with two technical replicates. One-way ANOVA corrected by
Dunnett post hoc test, comparing all groups with the WT.

3.3. Short-Term siRNA-Based SRT Is Not Efficient in Disease-Relevant Cells

One of the main applications of iPSCs and transcription factor-based protocols to induce
differentiation is to test therapeutic approaches in relevant cell types that are difficult to obtain
directly from patients. We wanted to evaluate an SRT based on siRNA that we have successfully
applied on patients’ fibroblasts [25]. We selected an siRNA against the EXTL2 gene, which codes for
a protein involved in the first steps of HS-specific biosynthesis. This siRNA showed promising results
in decreasing EXTL2 expression and reducing GAG synthesis as well as HS storage in patient
fibroblasts [25]. To test its therapeutic potential in iNs and iAs, we evaluated how mRNA levels and
HS amounts were changed after short treatment with the siRNA.

Both iAs and iNs were treated independently with two siRNAs, one against EXTL2 (siRNA-
4899) and a control siRNA (siRNA-C). We observed a high reduction (around 75%) of EXTL2 mRNA
in both iNs and iAs differentiated from all disease iPSC lines compared with cells treated only with
transfection reagent or a control siRNA (Figure 6). These results confirmed that siRNA-4899 was
efficiently downregulating EXTL2 mRNA in iNs and iAs as previously found in fibroblasts [25].
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Figure 6. EXTL2 mRNA expression after siRNA treatment in iNs (A) and iAs (B) derived from three
different HGSNAT-mutated cell lines: HGSNAT1, HGSNAT2, and SFC6. Expression of EXTL2 mRNA
was normalized to GAPDH and relative to transfection with no-siRNA. Data are shown as mean +
s.e.m. from three independent experiments with two technical replicates. **** p value < 0.0001, *** p
value < 0.001, ordinary one-way ANOVA corrected by Tukey post hoc test, comparing all three
groups between each other within each cell line.

We next sought to elucidate whether the decrease in EXTL2 mRNA levels would lead to reduced
amounts of HS in treated iNs. To answer this question, we compared HS levels in iNs derived from
the HGSNAT?2 cell line treated with the siRNA-C or with the siRNA-4899. Although siRNA treatment
reduced EXTL2 mRNA levels by 75%, we could not detect a decrease in HS amounts compared to
cells treated with siRNA-C. These results are in contrast with previous data obtained with patient
fibroblasts in which HS levels were significantly decreased three days after treatment [25].

4. Discussion

In this study, we demonstrate that using protocols to produce iNs and iAs from iPSCs is an easy,
efficient, and rapid way to generate relevant human cells for disease modeling of LSDs. For years,
Sanfilippo syndrome cellular studies aiming to clarify disease mechanisms or to test therapeutic
approaches have been performed on nonrelevant cells [25], on brain cells obtained with
differentiation following developmental cues [35,36], or in murine models [40,41]. Although animal
models can be useful, they do not accurately recapitulate human brain cells, which have a higher
degree of morphological and functional complexity. Moreover, human cellular models may provide
new, complementary, and useful information that might not be possible to obtain from animal
models. Differentiation protocols dependent on sequential treatment with signaling molecules based
on developmental cues are time-consuming and usually yield variable cell populations. This hampers
reproducibility and comparability between different iPSC lines and performing high-throughput
studies may be challenging. To bypass all these issues, we have in this study used novel transcription
factor-based protocols to generate new neuronal and astrocytic cellular models for Sanfilippo
syndrome type C that will facilitate studies on disease mechanisms and therapeutic approaches.

We have differentiated iNs and iAs from three different previously generated iPSC lines
carrying mutations in the HGSNAT gene, responsible for Sanfilippo C syndrome. One of these lines
was derived from Sanfilippo syndrome type C patient fibroblasts (SFC6) [36] and the other two were
obtained by CRISPR/Cas9 gene editing from a healthy control iPSC line [37]. Importantly, the two
engineered lines were isogenic to the WT healthy control used in this work, excluding the risk of
detecting phenotypes arising from different genetic backgrounds instead of the disease-causative
mutation, one of the main drawbacks of iPSC studies using lines from different donors. After 10 days
of differentiation, cell identity was confirmed by expression of several cell-type-specific markers both
at the mRNA and protein level. Major changes in differentiation efficiency were not detected,
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suggesting that Sanfilippo syndrome type C mutations do not hamper neuronal or astrocytic
differentiation. This is not surprising considering that iNs and iAs protocols accelerate iPSC
differentiation by overexpression of lineage-specific transcription factors, which could veil
developmental impairments that might occur in patients. However, we have previously
differentiated the SFC6 line together with the WT and another disease line using a protocol based on
developmental cues and no significant differences in efficiency were found [36], suggesting that
neuronal and astrocytic differentiation from iPSC is not affected by the presence of disease-causative
mutations.

Importantly, we found that iNs displayed increased HS levels, one of the hallmarks of the
disease at the cellular level, together with a slight enlargement in the lysosomal compartment of
disease-iNs compared with WT-iNs based in the somatic area occupied by lysosomes and intensity
of LAMP2+ vesicles. In a previous work, iPSC-derived neural cultures showed an increase of about
10% in LAMP2-positive vesicles in the soma of patient-derived lines after nine weeks of
differentiation [36]. Here, iNs were differentiated for only 10 days, which could explain the lower
degree of lysosomal enlargement. Altogether, our results suggest that an increased number and/or
size of lysosomes are found in the neuronal soma of disease iNs, supporting the hypothesis that
pathological phenotypes are starting to arise in this cellular model although longer times of
differentiation might be needed to detect significant changes. In line with these results, HS also
showed a clear tendency to accumulate in all Sanfilippo-derived iNs, recapitulating the main
phenotype of the disease. This result suggests that transcription factor-based protocols were able not
only to speed up the differentiation process but also to generate cells with earlier storage of HS. Here,
disease iNs showed a 3.5-fold increase in HS when compared to a healthy control, while in a previous
work, a 2-fold increase in GAGs was found only after nine weeks of differentiation [36], a difference
that could be due to various factors. First, here we used a differentiation protocol that generates a
pure population of excitatory neurons, while in the previous work iPSC-derived neural stem cells
were differentiated towards a pan-neuronal phenotype mixed with astrocytes. Thus, excitatory
neurons could accumulate higher amounts of HS or have a faster degree of accumulation. Second,
here we measured HS with UPLC-MS/MS, while in the previous work we measured amounts of
GAGs. HS is the specific GAG stored in Sanfilippo syndrome, but there are five different types of
sulfated GAGs that could not be differentiated with the quantification of total GAGs. This issue could
lead to an underestimation of specific HS differences. Nevertheless, our results confirm that iNs
recapitulate major Sanfilippo syndrome phenotypes and will be a very valuable model in future
studies on LSD mechanisms and drug screening.

It is essential to generate human cellular models with early alterations mimicking those
occurring in Sanfilippo patients to have better and faster tools for disease modeling and drug
screening studies. In previous works, disease-related alterations were detected at later stages of
differentiation and differentiation protocols mimicking developmental cues were used [35,36],
obtaining mixed populations of neurons and astrocytes. However, specific phenotypes in astrocytes
were not investigated. Here, we show that Sanfilippo iPSC lines can be quickly and efficiently
differentiated to pure populations of iNs and iAs, allowing to independently generate each cell type
and investigate cell-specific phenotypes and meeting the requirements for scalable and high-
throughput studies. This highlights the benefit of using transcription factor-based protocols in
studies of disease mechanism and therapeutic approaches for LSDs with neurological affectation.

To support this idea, we tested an siRNA-based SRT previously assessed in patient fibroblasts
[25] to evaluate its potential in relevant human cells. HS biosynthesis occurs in the Golgi
compartment, where a linkage region in a core protein is formed as a starting point for GAG chain
elongation. Synthesis of the linkage region is common for other GAGs, however, HS chain formation
is specifically carried out by proteins of the EXT (EXT1 and EXT2) and EXTL (EXTL1, EXTL2, and
EXTL3) families [42]. Considering that dominant mutations in EXT1 and EXT2 genes cause hereditary
multiple exostoses [43] and the EXTL1 gene is expressed at very low levels in brain cells [44], EXTL2
and EXTL3 represent the most promising candidates in this pathway for SRT. In Sanfilippo
fibroblasts, an siRNA-mediated reduction of EXTL2 and EXTL3 mRNAs was shown to decrease
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amounts of GAGs and, specifically, HS after three days of treatment. Here, we decided to test the
most efficient siRNA (targeting the EXTL2 gene) in iNs and iAs derived from our three mutated lines.
In both cell types, siRNA treatment led to a substantial reduction (up to 75%) of EXTL2 mRNA levels,
consistent with what was previously found in fibroblasts [25]. However, and in contrast to what
occurred in fibroblasts, this reduction did not promote a decrease in HS levels of iNs, a difference
that could be due to several causes. Fibroblasts are often used as human cellular models in LSDs, but
there are significant metabolic differences between fibroblasts and neural cell types. Although
fibroblasts accumulate undegraded materials, storage can be underestimated due to dilution by cell
division [26], which can mitigate phenotypes that would otherwise be prominent in neuronal cells.
Moreover, there are intrinsic differences in each cell type that might lead to changes in the capacity
of cells to remove the already synthesized HS after treatment. In addition, some studies suggest that
EXTL2 could act as a suppressor of HS biosynthesis in the liver of a mouse model [45] and liver cells
of mice deficient in EXTL2 produced significantly more HS during regeneration [46]. Future studies
should better clarify the role of EXTL2 in HS synthesis in neurons and astrocytes. At the moment, our
results suggest that inhibition of EXTL2 mRNA in iNs is not sufficient to reduce HS storage or that
this inhibition should be maintained longer in order to see an effect on HS amounts in this cell type.
Importantly, our results clearly demonstrate the importance of using relevant cell types for drug
screening studies in order to test the efficacy of potential treatments in the target human cell.

It remains to be evaluated whether siRNAs against EXTL3 reduce HS storage in iNs, considering
that alternative functions have not been described for EXTL3. In addition, it will be interesting to
examine LAMP2- and HS-related phenotypes in iAs, due to the important role of astrocytes in
neurological disorders [29] and the potential of SRT targeting EXTL2 and EXTL3 in iAs. Finally,
another important aspect that has to be further investigated is which class of HS is predominantly
accumulated and the sulfation pattern of HS chains in each cell type as well as the presence of
secondary aggregates of GAGs other than HS both in neurons and astrocytes.

5. Conclusions

In this study, we have generated Sanfilippo C syndrome neurons and astrocytes that
recapitulated major hallmarks of the disease using transcription factor-driven protocols that allow
fast and efficient differentiation of iPSCs. Combining these two techniques will allow rapidly
generating substantial new data to get insights on the basis of this neurodegenerative disease in
patient relevant cell types, in contrast to commonly used nonrelevant cells like fibroblasts. Moreover,
we provide evidence that these relevant cellular models provide a unique and important tool for drug
screening after testing an siRNA-based SRT that proved to be successful on patient fibroblasts and
failed in neurons. Our data highlights the importance of using appropriate relevant human cell types
in future studies to avoid the limitations of using somatic cells to model neurodegenerative diseases.
We strongly anticipate that iNs and iAs will be useful tools to rapidly evaluate therapeutic strategies
in relevant human brain cell models of neurological disorders.

Supplementary Materials: The following are available online at www.mdpi.com/xxx/s1, Table S1: Products
used for human iPSCs maintenance; Table S2: Products used for lentiviral production; Table S3: Products used
for the generation of induced neurons and astrocytes from iPSCs; Table S4: Products used for siRNA transfection,
immunocytochemistry, RT-qPCR, ELISA, and protein quantification; Table S5: Antibodies used for
immunocytochemistry; Table S6: TagMan assays used for qPCR.
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Table S1. Products used for human iPSCs maintenance.

Product Reference Company Application
mTeSR™ Plus #05825 STEMCELL Technologies  iPSC medium
Penicillin Streptomycin (P/S) #15140122 Thermo Fisher Scientific Cell medium
Matrigel #354234 Corning Matrix
StemPro Accutase Cell Dissociation Reagent (Accutase) #A1110501  Thermo Fisher Scientific ~ Cell passage
Thiazovivin (TZV) #72252 STEMCELL Technologies  iPSC survival
ROCK inhibitor (RI) #Y-27632 ~ STEMCELL Technologies  iPSC survival

Table S2. Products used for lentiviral production.

Product Reference Company Application
M2-rtTA (rtTA) #20342 Addgene Viral production
pTet-O-Ngn2-puro (Ngn2) #52047 Addgene Viral production
pMD2.G #12259 Addgene Viral production
PRSV-Rev #12253 Addgene Viral production
pMDLg/pRRE #12251 Addgene Viral production
tetO-Sox9-Puro (Sox9) Henrik Ahlenius group  Viral production
tetO-Nfib-Hygro (Nfib) Henrik Ahlenius group  Viral production
DMEM #D5796 Sigma Virus resuspension

Table S3. Products used for the generation of induced neurons and astrocytes from iPSCs.

Product Reference Company Application
Doxycycline (Dox) #10592-13-9  Thermo Fisher Scientific tetO induction
High Pure RNA Isolation Kit ~ #11828665001 Roche RNA extraction
Cell scrapers #179693 LabClinics Neural passage
PFA 4% #30525-89-4 VWR Cell fixation
DMEM/F12 #11330057 Thermo Fisher Scientific ~ Neural and astrocyte medium
Neurobasal #21103049 Thermo Fisher Scientific ~Neural and astrocyte medium
B-27 supplement #17504044 Thermo Fisher Scientific ~ Neural and astrocyte medium
N2 supplement #17502048 Thermo Fisher Scientific =~ Neural and astrocyte medium
GlutaMAX #35050061 Thermo Fisher Scientific ~Neural and astrocyte medium
Puromycine #A1113803 ~ Thermo Fisher Scientific Cell selection
Sterile filters of 40 um porus #352340 Corning Neural passage
FBS #16000044 Thermo Fisher Scientific Astrocyte medium
NEAA #11140035 Thermo Fisher Scientific Astrocyte medium
bFGF #100-18B Peprotech Astrocyte medium
CNTF #450-13 Peprotech Astrocyte medium
BMP4 #120-05ET Peprotech Astrocyte medium

Table S4. Products used for siRNA transfection, immunocytochemistry, RT-qPCR, ELISA and protein

quantification.
Product Reference Company Application
Lipofectamine RNAIMAX #13778075 Thermo Fisher Scientific siRNA transfection
siRNA Silencer® Select (siRNA) #4392420 Thermo Fisher Scientific siRNA transfection
siRNA EXTL2 gene AssaylD: si4899
Negative Control siRNA #4459405 Thermo Fisher Scientific siRNA transfection
Triton-X 100 #28817.295 VWR Immunocytochemistry
Normal Donkey Serum #S30-100M Merck Millipore Immunocytochemistry
DAPI #D1306 Thermo Fisher Scientific =~ Immunocytochemistry
Hoechst 33342 #H3570 Thermo Fisher Scientific =~ Immunocytochemistry
MOWIOL #475904 Merck Millipore Immunocytochemistry
High Capacity cDNA Reverse Transcription kit #4368814 Applied Biosystems RT-gPCR
RNase Inhibitor #N8080119 Applied Biosystems RT-qPCR
LightCycler 480 Probes Master #04887301001 Roche RT-gPCR
DC™ Protein Assay #5000111 Bio-Rad Protein quantification
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Table S5. Antibodies used for immunocytochemistry.

Product

rabbit anti-TUJ1 primary antibody
Mouse anti-LAMP2 primary antibody
chicken anti-MAP2 primary antibody
mouse anti-VIM primary antibody
rabbit anti-5100B primary antibody
donkey anti-mouse Cy2 secondary antibody
donkey anti-rabbit Cy3 secondary antibody
donkey anti-chicken AF488 secondary antibody
donkey anti-mouse AF488 secondary antibody
donkey anti-rabbit AF568 secondary antibody

Reference  Dilution Company
#MMS-435P 1:500 Covance
#H4B4-c 1:100 Hybridoma Bank
#ab5392 1:5000 Abcam
# M0725 1:250 Dako
#287003 1:400 Synaptic systems
#715-225-150 1:200 Jackson Immunoresearch
#711-165-152 1:200 Jackson Immunoresearch
#703-545-155 1:250 Jackson Immunoresearch
#A-21202 1:250 Thermofisher Scientific
#A-10042 1:250 Thermofisher Scientific

Table S6. TagMan assays used for gPCR.

Product Reference Company
TagMan Gene Expression Assays (TagMan Assay) #4331182 Thermo Fisher Scientific
TagMan Assay GAPDH Assay ID: Hs99999905_m1
TagMan Assay NANOG Assay ID: Hs02387400_g1
TagMan Assay POU5F1 Assay ID: Hs01654807_s1
TaqMan Assay TUBB3 Assay ID: Hs00801390_s1
TagMan Assay SYP Assay ID: Hs00300531_m1
TaqMan Assay MAP2 Assay ID: Hs00258900_m1
TagMan Assay GFAP Assay ID: Hs00909233_m1
TagMan Assay 5100B Assay ID: Hs00902901_m1
TaqMan Assay ALDH1L1 Assay ID: Hs00201836_m1
TagMan Assay EXTL2 Assay ID: Hs00242124_m1
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Generation of two NAGLU-mutated homozygous cell lines from
healthy induced pluripotent stem cells using CRISPR/Cas9
to model Sanfilippo C syndrome

Noelia Benetd, Moénica Cozar, Laura Gort, Laura Pacheco,
Lluisa Vilageliu, Daniel Grinberg, Isaac Canals

Resumen

Las mutaciones en el gen NAGLU causan el sindrome de Sanfilippo B (mucopolisaca-
ridosis IlIB), un raro trastorno de almacenamiento lisosémico cuyo sintoma principal es una
neurodegeneracion grave y progresiva para la que todavia no hay tratamiento disponible.
Aqui, generamos dos lineas celulares homocigotas mutadas en NAGLU usando la edicién
con CRISPR/Cas9 en una linea de células madre pluripotentes inducidas derivadas de
humanos sanos (hiPSC). Estas nuevas lineas celulares expresan marcadores especificos
de pluripotencia y mantienen su capacidad de diferenciarse en las tres capas emrionarias
in vitro mientras exhiben un cariotipo normal. Estas lineas mutadas en combinacion con la
linea de control isogénico seran utiles para modelar el sindrome de Sanfilippo B in vitro.

RESULTADOS 103



Stem Cell Research 42 (2020) 101668

journal homepage: www.elsevier.com/locate/scr

Contents lists available at ScienceDirect

Stem Cell Research

Lab Resource: Multiple Cell Lines

Generation of two NAGLU-mutated homozygous cell lines from healthy R)

Check for

induced pluripotent stem cells using CRISPR/Cas9 to model Sanfilippo B
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Mutations in the NAGLU gene cause Sanfilippo B syndrome (mu-
copolysaccharidosis IIIB), a rare lysosomal storage disorder whose main
symptom is a severe and progressive neurodegeneration for which no
treatment is still available. Here, we generated two homozygous
NAGLU-mutated cell lines using CRISPR/Cas9 editing in a healthy
human induced pluripotent stem cell (hiPSC) line. These novel cell lines
express pluripotency specific markers and maintain their capability to
differentiate into all three germ layers in vitro while exhibit a normal
karyotype. These mutated lines in combination with the isogenic con-

trol line will be useful to model in vitro Sanfilippo B syndrome.

Resource Table

Unique stem cell lines
identifier
Alternative names of st-
em cell lines
Institution

Contact information of
distributor

Type of cell lines

Origin

Cell Source

Clonality

Method of reprogram-
ming

Multiline rationale

Gene modification

Type of modification

Associated disease

Gene/locus

Method of modification

Name of transgene or r-
esistance

Inducible/constitutive
system

UBi001-A-3 and UBi001-A-4

NAGLU3 (UBi001-A-3) and

NAGLU4 (UBi001-A-4)

University of Barcelona (Barcelona, Spain) and Lund Stem
Cell Center (Lund, Sweden)

Isaac Canals - isaac.canals@med.lu.se,

Daniel Grinberg - dgrinberg@ub.edu

Induced pluripotent stem cell line

Human

Healthy human induced pluripotent stem cell line. Male,
46XY (UBi001-A)

Clonal

Retrovirus (the original hiPSC line) (Canals et al., 2015)

Isogenic clones

YES

CRISPR/Cas9-mediated indels
Sanfilippo B syndrome
NAGLU/17q21.2
CRISPR/Cas9

N/A

N/A
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1. Resource utility

Sanfilippo B syndrome is caused by mutations in the N-acetyl-alpha-
glucosaminidase (NAGLU) gene. The NAGLU-mutated hiPSCs generated
here, UBi001-A-3 and UBi001-A-4 together with the isogenic control
cell line UBi001-A, can be useful for disease modeling as well as to
identify potential therapeutic approaches for Sanfilippo B syndrome.

2. Resource details

NAGLU is a gene coding for a protein involved in the degradation of
heparan sulfate (HS), a glycosaminoglycan present in the extracellular
matrix. Mutations in NAGLU lead to lysosomal accumulation of un-
degraded HS molecules, resulting in dysfunction of the endolysosomal
system and causing Sanfilippo B syndrome. Patients present early-onset
progressive and severe neurodegeneration for which there is no treat-
ment available yet.

We targeted exon 5 of the NAGLU gene in a previously reported
healthy hiPSC line (UBi001-A) (Canals et al., 2015) to generate mutated
hiPSC lines using a CRISPR/Cas9-mediated editing system (Fig. 1A). A
sgRNA targeting NAGLU exon 5 together with the ribonucleoprotein
Cas9 were used to disrupt the gene by non-homologous end joining
(NHEJ). After 48-72 h of transfecting UBi001-A cell line with Cas9-
sgRNA complex, sorted single cells were plated into laminin-coated 96-
well plates for single cell culture and expansion. To analyze colony
genotypes, genomic DNA was isolated and the regions flanking the
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targeted exon 5 were amplified by PCR, followed by Sanger sequencing, The UBi001-A-3 presented a homozygous 9-bp deletion, which re-
which allowed us to find two homozygous mutated hiPSC clones sults in the loss of 3 amino acids (p.F288_1290del), from the 743-ami-
(Fig. 1B) that were further characterised. noacid NAGLU protein. UBiO01-A-4 had a 1-bp insertion in
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Fig. 1. Characterization of NAGLU-mutated hiPSC lines UBi001-A-3 (NAGLU3) and UBi001-A-4 (NAGLU4). (A) Illustration showing CRISPR/Cas9 strategy for
the NAGLU gene, with the sgRNA targeting exon 5. (B) Sanger-sequencing and alignment of both mutated cell lines, showing deletions (in red) and insertions (in
green). (C) Scheme of the different resultant proteins, illustrating amino acids in frame (black), amino acid deletions (red) and those after the frameshift (gray). (D)
NAGLU activity levels in the different hiPSCs and iNs lines, expressed in nmol/h * mg protein (**** P value <0.0001, ** P value <0.01, unpaired t-test with Welch's
correction for 3 independent experiments with 2 technical replicates). (E) Representative bright-field images showing typical stem cell morphology. Scale
bar = 100 um. (F) Results of the karyotype analysis for both cell lines. (G) Representative images of the immunofluorescence staining for pluripotency markers OCT4
(green) and NANOG (red), and DAPI (blue) for nuclei. Scale bar = 100 um. (H) In vitro differentiation assay to the three germ layers: a-SMA (for mesoderm, green,
scale bar = 20 um), AFP (for endoderm, red, scale bar = 50 pm) and TUJ1 (for ectoderm, red, scale bar = 20 pm). (I) Real-time quantitative PCR analysis showing
expression of pluripotent genes POUSF1 (OCT4) and NANOG, and neural marker TUBB3, normalized to GAPDH expression both in hiPSC lines (iPSCs) and induced
neurons (iNs). Results are represented as the fold change in gene expression of iNs compared to hiPSC. (For interpretation of the references to color in this figure

legend, the reader is referred to the web version of this article.)

Table 1
Summary of lines.
iPSC line names Abbreviation in figures Gender Age Ethnicity Genotype of locus Disease
UBi001-A-3 NAGLU3 Male N/A Caucasian NAGLU Sanfilippo
p.(Phe288_11e290del) B
syndrome
UBi001-A-4 NAGLU4 Male N/A Caucasian NAGLU Sanfilippo
p.(F288Ifs*27) B
syndrome
Table 2
Characterization and validation.
Classification Test Result Data
Morphology Photography Normal Fig. 1 Panel E
Phenotype Qualitative analysis Expression of pluripotency markers: OCT4 and NANOG Fig. 1 Panel G
(Immunocytochemistry)
Quantitative analysis (RT-qPCR) Relative expression of pluripotency markers: positive for Fig. 1 Panel I
OCT4 and NANOG
Genotype Karyotype (G-banding) and resolution 46 XY, Resolution 550-650 Fig. 1 Panel F
Identity Microsatellite PCR (mPCR) OR STR analysis ~ Not performed

Mutation analysis (IF APPLICABLE)  Sequencing

Off-target analysis

Microbiology and virology Mycoplasma

Differentiation potential Embryoid body formation and
differentiation

HIV 1 + 2 Hepatitis B, Hepatitis C
Blood group genotyping

Donor screening (OPTIONAL)
Genotype additional info
(OPTIONAL)
HLA tissue typing

16 loci tested, 100% matched

Compound heterozygous mutation in both cases

Top 5 predicted off-target analysed and all sequence were
correct

Negative

Endoderm: a-feto protein (AFP), mesoderm: muscle actin
(a-SMA), and ectoderm: P-tubulin (TUJ1).

Not performed

Not performed

Not performed

Available with the authors
Fig. 1 Panel B

Supplementary Figure 1 Panel
C

Supplementary Figure 1 Panel

Fig. 1 Panel H

homozygosis, causing a frameshift that changed the open reading frame
(p.F288Ifs*27) and lead to a shorter protein product of only 315 aa
(Fig. 1B and C, and Table 1). Both mutations caused a clear reduction in
NAGLU enzyme activity when compared to the parental cell line levels,
in hiPSCs and induced neurons (iNs) derived from the same hiPSC lines
(Fig. 1D). Interestingly hiPSCs lysosomal enzymes have low activity
levels, as we have previously reported for HGSNAT (Canals et al., 2015;
Benet6 et al., 2019).

Both cell lines presented typical stem cell-like morphology (Fig. 1E)
normal karyotype (Fig. 1F), and were mycoplasma free (Fig. S1B).
Immunocytochemistry assays demonstrated the expression of plur-
ipotency markers OCT4 (aka POU5F1) and NANOG in our mutant
hiPSC lines (Fig. 1G), as well as their potential to differentiate into the
three germ layers (Fig. 1H). We also confirmed in a RT-qPCR that both
mutated hiPSC lines expressed high levels of pluripotency markers
NANOG and OCT4 and low levels of the neuronal marker TUJ1 (aka
TUBB3) when compared to induced neurons (iNs) (Fig. 1I). Short
tandem repeat (STR) analysis confirmed that both cell lines, UBi001-A-
3 and UBi001-A-4, had their origin from the hiPSC parental cell line
(UBi001-A) (loci listed on Fig. S1A). Finally, the top-five predicted off-
target sites of the sgRNA used were sequenced to confirm that no un-
desired editing was present in these newly established cell lines (Fig.
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S10).

3. Materials and methods

3.1. Cell culture

hiPSC were cultured as in (Benet6 et al., 2019).

3.2. CRISPR/Cas9-mediated mutation

5 x 10* healthy hiPSC per well were plated in Biolaminin521-coated

24-well plates with 10 pM Y-27632 (#72302, STEMCELL Technologies)
in StemFlex medium with P/S for 24 h. The day after, cells were
transfected with a complex formed by the TrueCut Cas9 Protein v2
(#A36497, Invitrogen) and a pre-designed TrueGuide sgRNA Modified
(AssayID: CRISPR1108362 SGM, #A35511, Invitrogen) using
Lipofectamine Stem Transfection Reagent (#STEMO00001, Invitrogen).
48-72 h after transfection, cells were individually replated after cell
sorting onto Biolamina521-coated 96-well plates in the presence of
10 uM Y-27632. Cells were allowed to expand before being analysed by
PCR and Sanger sequencing (Table 3).
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Table 3
Reagents details.

Stem Cell Research 42 (2020) 101668

Antibodies used for immunocytochemistry/flow-citometry

Antibody Dilution Company Cat # and RRID

Pluripotency Markers Mouse anti-OCT4 1:100 Santa Cruz Biotechnology #sc- 5279, RRID: AB_628051
Rabbit anti-NANOG 1:100 Abcam #ab21624, RRID: AB_446437

Differentiation Markers Rabbit anti-AFP 1:100 DakoCytomation (now part of Agilent) #A0008, RRID: AB_2650473
Mouse anti-SMA 1:100 Sigma-Aldrich #A5228, RRID: AB_262054
Rabbit anti-TUJ1 1:500 Covance #MRB-435P, RRID: AB_663339

Secondary antibodies Donkey anti-mouse Cy2 1:200 Jackson Immunoresearch #715225-150, RRID: AB_2340826
Donkey anti-rabbit Cy3 1:200 Jackson Immunoresearch #711165-152, RRID: AB_2307443

Primers
Target

Forward/Reverse primer (5’ —3’)

NAGLU Exon 5

POT1: TTCAGATAAAGGGGAATATG
POT2: TATATTCCCCATCATCTAGA
POT3: CAT ATT CT CCATT CTT GGGA
POT4: CAT ATT CCCCAT CACT GTGG
POT5: CAT ATT CT CCAT CGTCTGGG

Targeted mutation
Potential off-target

GGCAAGAGAAACCAGGAGC/ GTGTGTTATGGCGAGGCATT
CCGATTTTACAACTCATTGCC / CAAAT GTTGTCGCT CTTAGT C
GACAAGAGGTAGGTAGCAAG/ GAGAATGTGGGAGAAAGGAG
TGCCTGTTCACTCTGATGGT / GGCTCAGAGTAGGTGGTGTT
GGGT AAAT GAGGTGTCTATCGC / ATCTCAGCACTTTGGAAGGC
TGAGACTCCTACTTGAAGCCA / IIIGTGCTGCTGTCCCATG

Probes for RT-qPCR

Target Assay ID (#4331182, TagMan)
Pluripotency markers NANOG Hs02387400_g1

OCT4 Hs01654807_s1
Neural marker TUJ1 Hs00801390_s1
House Keeping GAPDH Hs99999905_m1

3.3. Karyotyping, STR analysis and mycoplasma detection

For the karyotype analysis, hiPSC were prepared using 2 ng/ml
colcemid (#15212-046, Invitrogen) during 45 min and harvested with
StemPro Accutase, then AMBAR (Analisis Médiques Barcelona) ana-
lysed 20 metaphases of each cell line. For STR analysis, AMBAR used
gDNA (DNeasy Blood & Tissue Kit #69504, Qiagen) to compare 16
different loci (listed on Fig. S1B) between each mutated cell line and the
parental hiPSC. For mycoplasma analysis, Mycoplasma Detection Kit
(#4542, Biotools) was used following the manufacturer's instructions.

3.4. NAGLU enzyme activity

Enzyme activity was measured as described in Marsh and
Fensom (1985).

3.5. Embryonic body (EB) formation and in vitro differentiation

EBs formation differentiation was performed as in
Canals et al. (2015) with minor modifications. hiPSC were maintained
in StemFlex medium with P/S, and thiazovivin was added from dis-
tribution of hiPSC in 96-well plates until EBs were put in suspension.

3.6. Immunofluorescence staining

Cells were fixed in 4% PFA for 15 min, blocked and permeabilised
with TBS containing 0.1% Triton-X 100 (#28817.295, VWR) and 5%
normal donkey serum (#S30-100 M, Merck Millipore) (TBS+ +) for 2h
at room temperature. Primary antibodies (Table 3) were incubated
overnight at 4 °C. Secondary antibodies (Table 3) were incubated 2 h at
room temperature. Nuclei were stained with 0.5 pg/ml DAPI (#D1306,
Invitrogen). Both antibodies and DAPI were diluted in TBS + +. Slides
were mounted with MOWIOL (#475904, Millipore). hiPSC images were
acquired with ZOE Fluorescence Cell Imager (Bio Rad), images from
EBs differentiated into ectoderm (TUJ1) and mesoderm (a-SMA) were
acquired using Zeiss confocal microscope LSM 880, and images from
EBs differentiated into endoderm (AFP) were acquired using Leica
confocal TCS-SP2 microscope. All images were analysed with the Fiji
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software (Schindelin et al., 2012).
3.7. Direct neural differentiation and RT-qPCR analysis

Ngn2-induced neurons (iNs) were generated as described in
Zhang et al. (2013). Seven days after induction, RNA from iNs was
extracted using High Pure RNA Isolation Kit (#11828665001, Roche)
and 2 pg of total RNA were used to synthesize cDNA, using the High
Capacity cDNA Reverse Transcription kit (#4368814, Applied Biosys-
tems) and the RNase Inhibitor (#N8080119, Applied Biosystems) fol-
lowing manufacturer's instructions. Real-time qPCR was performed in a
LightCycler 480 II (Roche) system with the LightCycler 480 Probes
Master (#04887301001, Roche). GAPDH was used as normaliser.
TaqMan probes are listed in Table 3.
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A

Loci tested in STR analysis

Genetic markers | Chromosomic location
D8S1179 8
D21511 21q11.2-g21
D75820 7q11.21-22
CSF1PO 5q33.3-34
D351358 3p
THO1 11p15.5
D13S317 13922-31
D16S539 16q24-qgter
D251338 2qg35-37.1
D19S433 19912-13.1
VWA 12p12-pter
TPOX 2p23-2per
D18S51 18921.3
D55818 5¢21-31
FGA 4928
AMELOGENIN* X $:2F2)'111'.222’3

*Amelogenin: Result related with gender: XX (female); XY (male)

B

Mycoplasma detection

Positive band

Loading control

C

POT1

e NAGLU3

G CATGATTAALT

* NAGLU4

T T C A G AT ALKALGTG GGG AGATEATGE

LG GG ALALTEG

G C ATATTAGAT

POT2

® NAGLU3

T TC AGATAGAGBATGEGTG GG GG GABTATGE

LG B G A A AAGG

G LT CCCTTCCT

e NAGLU4

T 4 T A T T CCCC & TC4TCTAG &

L C AT ATTATLC

G AT CCCTCCC T

POT3

e NAGLU3

T A TATTCCECCATCATECTAG A

5 C ATATTATSCE

CLTTECTCC A

e NAGLU4

TTCTCLGLTGB

CLTTGECTLCECC &

C LT LT T CTCCATTCTT B 6 6 &

TTCTC LG LTG®

POT4

e NAGLU3

G A A C A G CCCCALTATTTCCCCECATTC CTG&GETGGGI6TTTGTTTTT
o NAGLU4

G A A CCAGCCLC

C LT ATTCCCCATC CAZCTG GT G G

G T TTGTTTTT

POT5

e NAGLU3

A TTTCTTCTCA

e NAGLU4

CATATTCTC CC CGRTECG GTCTEG G 6

G TG ATGTLCTGBG A

AT TTCTTCECA

CATATTCTC CGRTELG GTCTGE G 6

GTGATGTL TG A
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Hasta el momento no existe ningun tratamiento efectivo para el sindrome de Sanfi-
lippo al tratarse de una enfermedad cronica, de aparicién temprana y multiorganica, con
afectacion principalmente en el sistema nervioso central. Aunque existen distintas estra-
tegias terapéuticas y en los ultimos anos ha habido un gran avance en este aspecto, la
afectacion neurolégica presente en estos pacientes sigue siendo dificil de abordar (Gaffke
et al, 2018). Para conseguir desarrollar un tratamiento para esta enfermedad, se requiere
de una estrategia terapéutica que permita una completa eliminacién de los intermediarios
del heparan sulfato (HS) almacenados en el lisosoma (Figura 29).

Citoplasma E 2; !SZ Zﬂ C >
Lisoson@%

HGSNAT mutada
o.... .“”."‘ou"
. EGRADACION o 6 aseriiL
I e T
Matriz extracelular \ < :.:o'.:::'“..'.:‘:
Citoplasma ] Heparan sulfato
Heparan sulfato degradado
BIOSINTESIS
Citoplasma Ql

Reticulo
endoplasmatico

EXTL2 o EXTL3

Figura 29. Bases moleculares del sindrome de Sanfilippo tipo C. Al encontrarse la enzima HGSNAT mutada, la degrada-
cion del HS se ve afectada y moléculas parcialmente degradadas de este GAG se acumulan causando la enfermedad.
Enzimas implicadas en la sintesis del HS son, entre otras, EXTL2 y EXTL3.

Entre todas las posibles aproximaciones terapéuticas planteadas para el sindrome
de Sanfilippo, el uso de pequefias moléculas como terapia de reduccion de sustrato (SRT)
se ha demostrado que tenia algunos efectos positivos en trabajos previos (Malinowska et
al, 2010; Roberts et al, 2007), e incluso algunas moléculas como la genisteina han llegado
a evaluarse en ensayos clinicos (EudraCT 2013-001479-18; Piotrowska et al, 2008; Pio-
trowska et al, 2011). Pero la dificil obtencién de estas moléculas en la naturaleza ha hecho
plantearse también el uso de RNA de interferencia (RNAi) como agente de SRT.

El uso de siRNAs como SRT para el sindrome de Sanfilippo C ha sido evaluado en
esta tesis doctoral (articulo 1). El objetivo era reducir la sintesis del HS, ya que su acumulo
es el desencadenante del fenotipo (Figura 29). En la sintesis del HS participan diferentes
enzimas codificados por los genes de la familia EXT, pero como mutaciones en los genes
implicados en su elongacion, EXT1y EXT2, causan exostosis multiple hereditaria, se deci-
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di6 inhibir genes EXTL (EXT-like). Estos genes codifican enzimas encargadas de iniciar el
proceso de elongacion del HS. Aunque hay un total de tres genes EXTL, dado que EXTL1
no se expresa de forma ubicua en todos los tejidos y su funcidén no ha sido del todo escla-
recida, se decidio inhibir los genes EXTL2 y EXTLS3.

Estrategias usando RNAi como SRT han sido evaluadas previamente en dos ocasio-
nes, usando distintos tipos celulares, modelos de Sanfilippo A. En una se usaron siRNAs
para inhibir genes que codificaban enzimas implicadas en la formacion de la region de
unién del HS al proteoglicano (Dziedzic et al, 2010). Aqui se vio que a las 48h de la trans-
feccion de los siRNAs los mMRNAs de cada gen se reducian alrededor de un 75%, y eso se
correlacionaba con una reduccion general de la sintesis de GAGs. En el segundo estudio se
usaron shRNAs para inhibir EXTL2 y EXTL3 (Kaidonis et al, 2010), obteniendo los mejores
resultados con shRNAs que inhibian la expresion de EXTL2 hasta un 68% y reducian un
50% la sintesis de GAGs.

En este trabajo (articulo 1) se evaluaron un total de cuatro siRNAs, dos contra EXTL2
y dos contra EXTL3, en fibroblastos de dos pacientes del sindrome de Sanfilippo C (Figura
30). En todos los casos se detectd una inhibicion de aproximadamente un 95% en la expre-
sion de los genes inhibidos, medida a los 3, 7, 10 y 14 dias. En comparacion a los trabajos
previos, esta inhibicion es mucho mas pronunciada y duradera, indicando una mayor efi-
ciencia de los siRNAs utilizados.

Citoplasma E ;® M
I@WS

HGSNAT mutada

.""-....,_ DEGRADACION p——
.." e0sge

Matriz extracelular RECU PERACION :.:‘:"'o
) DEL EQUILIBRIO

Citoplasma ] Heparan sulfato

degradado

Heparan sulfato

BIOSINTESIS

Citoplasma Si R N A

o TTTITITTITTIT ™
Reticulo
endoplasmatico

EXTL2 o EXTL3

Figura 30. Esquema de la hipdtesis de accion de los siRNAs como SRT para el sindrome de Sanfilippo C. Al inhibir los
genes que codifican las proteinas EXTL2 o EXTL3, la biosintesis del HS se ve reducida, y como su degradacion también
esta afectada por las mutaciones en HGSNAT, se recupera el quilibrio entre biosintesis y degradacion.
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A los tres dias de tratamiento se evalud la sintesis de glicosoaminoglicanos (GAGs),
y en ambas lineas de fibroblastos de pacientes se obtuvo una reduccion de entre el 40% y
el 60%, siendo mas efectiva la inhibicion del gen EXTL2 (50-60%), sugiriendo que este gen
podria ser una mejor diana terapéutica que EXTL3. Sin embargo, cabe destacar que los
resultados obtenidos son referentes a la sintesis de GAGs en general, y no de HS en parti-
cular, por lo que las diferencias en la sintesis de HS podrian estar infravaloradas al medirse
junto con la de otros GAGs. En el trabajo no se muestran las medidas de sintesis de GAGs
alos 7 y 14 dias, debido a que incluso en cultivos de fibroblastos no tratados esta sintesis
se veia disminuida. Esto podria estar causado por el alto indice de crecimiento de los fibro-
blastos, que da lugar a una confluencia muy alta a los pocos dias, lo cual deja entrever que
el uso de otro modelo celular con una menor tasa de crecimiento podria resultar mas util
para evaluar de forma mas clara el efecto de los siRNAs a largo plazo.

Por otro lado, tanto a los 3, 7 como 14 dias se midi6 la cantidad de GAGs en las célu-
las, y fue a los 14 dias cuando una reduccion de entre el 10 y el 20% se observo para todos
los siRNAs. A los 14 dias las cantidades de GAGs acumuladas eran mayores, por lo que la
reduccion también era mas clara. Pero como pasaba con la sintesis de GAGs, el hecho de
no medir la cantidad de HS en particular, si no la de GAGs en total, puede infravalorar las
diferencias obtenidas.

Sin embargo, mediante inmunocitoquimica se pudo evaluar de forma especifica la
cantidad de HS presente en las células. Primero, se observaron claras diferencias entre la
cantidad de HS presente en los fibroblastos de donantes sanos y los de ambos pacientes
del sindrome de Sanfilippo C, siendo muy superior en estos ultimos, como esta descrito en
la enfermedad. Y a continuacién se compararon estos niveles con los de los pacientes tras
3 dias de tratamiento con el siRNA-4899, el siRNA que mayor reduccion en la sintesis de
GAGs habia causado. Los altos niveles de HS anteriormente detectados en pacientes se
vieron reducidos a niveles similares a los detectados en los fibroblastos sanos, confirmando
asi la efectividad del tratamiento con siRNAs.

En conjunto, estos resultados indican el potencial de estos siRNAs contra los genes
EXTL como SRT. Cabe destacar que los resultados obtenidos en ambas lineas de fibroblas-
tos de pacientes fueron muy similares, incluso siendo portadores de mutaciones diferentes,
dando robustez a los resultados. Asimismo, los resultados también sugieren que la SRT
podria ser una estrategia util para cualquier paciente de Sanfilippo, incluso de un subtipo
diferente, ya que todos acumulan HS independientemente del gen mutado. Ademas, estos
siRNAs tienen la capacidad de mantener bajos los niveles de mRNA de los genes EXTL du-
rante al menos 14 dias, una mejora muy considerable comparandolo con trabajos previos.

Aunque se requieren mas estudios al respecto, estos resultados son prometedores y
promueven el ensayo de terapias mas a largo plazo. Por un lado, seria interesante el uso de
shRNAs que pudieran producirse de forma constitutiva, por ejemplo, al estar integrados en
el genoma, y hacer estudios mas a largo plazo ya que su produccion se mantendria estable
en el tiempo. Sin embargo, la integracién gendémica puede causar alteraciones indeseadas,
que ademas variarian entre células, ya que en cada caso el shRNA se integraria en un sitio.
Por otro lado, se podrian usar siRNAs en tipos celulares con menor tasa de crecimiento,
para evitar fenomenos de dilucidén de dicho compuesto terapéutico y también para impedir
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que la alta confluencia afecte a la tasa de sintesis de distintos GAGs y con ello a los resul-
tados. Un buen modelo celular por su baja tasa de divisién podrian ser las neuronas, que tal
como se describe mas abajo han sido uno de los tipos celulares centrales en este trabajo,
junto con los astrocitos. Ademas, aparte de que el tratamiento con siRNAs puede verse
favorecido por el hecho de que su tasa de division es muy baja, los resultados obtenidos
serian mas extrapolables que los de fibroblastos al ser Sanfilippo una enfermedad princi-
palmente neurodegenerativa.

Segun los resultados de nuestro estudio (articulo 1) la inhibicion del gen EXTLZ2 reduce
mas la sintesis de GAGs que la inhibicion de EXTLS3, por lo que EXTLZ2 parece ser una mejor
diana terapéutica, aunque la diferencia no sea demasiado grande. Sin embargo, se ha sugeri-
do que en higado de ratén EXTL2 podria participar en la terminacién de la elongacién del HS
(Nadanaka et al, 2013b), y que ratones deficientes en esta enzima producian mas cantidad
de HS en la regeneracion del higado (Nadanaka et al, 2013a), aunque eran completamente
compatibles con la vida. Tanto los resultados de nuestro estudio (articulo 1) como los publi-
cados anteriormente (Kaidonis et al, 2010) no respaldan esta sugerencia, ya que se observa
que al inhibir EXTLZ2 se obtiene una reduccion en la sintesis y acumulo de HS. También es
importante destacar que mutaciones en EXTL3 se han relacionado recientemente con altera-
ciones neuroldgicas, del desarrollo, inmunitarias y esqueléticas (Oud et al, 2017; Volpi et al,
2017), y el modelo murino deficiente en EXTL3 es incompatible con la vida (Takahashi et al,
2009). Por ello, la eleccion del gen EXTL2 como diana para la SRT con RNAI parece seguir
siendo una mejor opcion, aunque serian necesarios mas estudios para dilucidar la funcion o
funciones que puede desempeiar EXTL2 en distintos tipos celulares.

Teniendo en cuenta que la SRT basada en siRNAs no promueve la eliminacién comple-
ta del acumulo de HS, sino una reduccioén parcial, seria interesante combinar esta estrategia
terapéutica con alguna otra. Por ejemplo, aumentando la excrecion o degradacién del HS en
las células, mediante la sobreexpresion de TFEB o el uso de glucosamina como chaperona.

Sin embargo, aunque los resultados de SRT con siRNAs en fibroblastos sean espe-
ranzadores, un aspecto crucial en el desarrollo de una terapia es la disponibilidad de mo-
delos de enfermedad que permitan poner de manifiesto que esa terapia es segura y eficaz.
Existen diferentes modelos animales del sindrome de Sanfilippo, como un modelo murino
del subtipo B (Li et al, 1999) o también dos del subtipo C (Marcé et al, 2016; Martins et al,
2015). Aunque estos modelos recapitulan muchos de los sintomas tipicos de la enfermedad
en humanos, como acumulo de HS, menor esperanza de vida o alteraciones comportamen-
tales que se agudizan con la edad, cabe destacar que ninguno de ellos manifiesta sintomas
similares a la neurodegeneracion encontrada en humanos. Los modelos murinos, aunque
herramientas utiles, no reproducen en muchos aspectos un cerebro humano, cuyas células
son mucho mas complejas tanto a nivel morfolégico como funcional. Es por ello que, con-
siderando que el sindrome de Sanfilippo es una enfermedad neurodegenerativa, el uso de
modelos celulares neurales humanos puede aportar informacién util y complementaria que
en modelos animales podria ser dificil de obtener.

Previamente, en nuestro grupo, se generaron células madre pluripotentes inducidas
(iPSCs) (Canals et al, 2015). Estas fueron derivadas de los fibroblastos de pacientes en
los que se han probado los siRNAs como SRT (articulo 1), asi como de fibroblastos de do-
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nantes sanos (Figura 31). Usando estas ultimas iPSCs con fenotipo sano (llamadas iPSCs
WT), y mediante el uso de la tecnologia de edicién génica CRISPR/Cas9, se generaron
en esta tesis doctoral (articulo 2) dos nuevas lineas de iPSCs con mutaciones en el gen
HGSNAT, isogénicas a la linea de iPSCs WT (Figura 31). El objetivo del presente trabajo
era obtener iPSCs humanas isogénicas que pudieran ser diferenciadas al tipo celular de in-
terés, pero que excluyeran la presencia de cambios fenotipicos causados por diferencias en
el fondo genético, en vez de por las mutaciones causales de la patologia, en este caso las
del gen HGSNAT (Figura 31). La idea inicialmente planteada para la generacion de iPSCs
isogénicas era corregir las mutaciones ya presentes en las lineas derivadas de fibroblastos
de pacientes. Sin embargo, la ausencia de buenos sgRNAs cercanos a estas mutaciones
hizo que se tuviera que cambiar de estrategia e inducir mutaciones en las iPSCs WT.
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Figura 31. Esquema de la generacién de iPSCs de pacientes y donantes sanos, y la estrategia a seguir para la generacion
de lineas isogénicas mediante CRISPR/Cas9.
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El uso de la tecnologia iPSCs es de gran utilidad ya que permite obtener diferentes ti-
pos celulares, incluyendo aquellos mas relevantes para la enfermedad a estudiar, como los
tipos celulares neurales en el caso del sindrome de Sanfilippo. En cualquier otro caso, las
limitaciones éticas y técnicas que supone la obtencion directa de tipos celulares neurales
de cerebros humanos dificultan la investigacion a este nivel.

En el segundo trabajo presentado en esta tesis doctoral (articulo 2) se introdujeron en
las iPSCs WT los componentes del sistema CRIPSR/Cas9 para la edicién génica en forma
de ribonucleoproteina (RNP). Este formato confiere diferentes ventajas respecto a la libe-
racion de los componentes mediante el uso de vectores, como evitar depender de meca-
nismos celulares como la transcripcion o la traduccion para poder llegar al nucleo y realizar
el corte en el DNA, ademas de que al estar menor tiempo en la célula se reducen mucho
las posibilidades de ediciones fuera de la secuencia diana (off-targets) (DeWitt et al, 2017).

Para dirigir al sistema CRIPSR/Cas9 se usé un sgRNA dirigido al exdn 2 del gen HGS-
NAT. Debido a que no se buscaba la obtencién de ninguna mutacién en concreto tras la
accion de la nucleasa Cas9, sino unicamente la disrupcion del gen y con ello la alteracion
de la actividad de HGSNAT, se opt6 por dejar que la propia maquinaria celular generara
mutaciones de forma aleatoria en su intento de reparar los cortes, mediante el mecanismo
de non-homologous end joining (NHEJ). Esta estrategia, ya que es la que actua por defecto
en la célula, es mas eficiente, aunque las mutaciones que se producen son mas variables.

Del conjunto de células obtenido se seleccioné inicialmente un clon heterocigoto, con
un alelo sin mutar y otro con una delecion de 16 pb (p.N66Gfs*15). Partiendo de este clon,
se aplico de nuevo la tecnologia CRIPSR/Cas9 para finalmente obtener dos clones hetero-
cigotos compuestos, ambos con la delecion de 16 pb en un alelo. Respecto al otro alelo, en
el clon HGSNAT1 se habia generado una insercion de dos pares de bases (p.Y70Hfs*17), y
el clon HGSNAT2 presentaba un reordenamiento complejo (p.Y70*). Todas las mutaciones
generadas causan una alteracion en la pauta de lectura provocando la aparicion de un co-
dén de parada prematuro. Teniendo en cuenta que la proteina HGSNAT tiene 635 aminoa-
cidos, las proteinas mutadas obtenidas son casi un 90% mas cortas, y al medir su actividad
en comparacion con las iPSCs WT, las iPSCs HGSNAT1 y HGSNAT2 tienen alrededor de
un 80% menos, alcanzando valores muy similares a los detectados en iPSCs derivadas
directamente de pacientes (Canals et al, 2015).

Se confirmd también que ambas lineas de iIPSCs obtenidas seguian siendo pluripo-
tentes, y conservaban su potencial de diferenciacion a las tres capas embrionarias. Este he-
cho convierte a estas tres lineas isogénicas, las dos con mutaciones en HGSNAT y la linea
de iPSCs WT, en herramientas muy utiles para generar modelos del sindrome de Sanfilippo
C. Concretamente, como se comentd anteriormente, al tratarse de una enfermedad neuro-
degenerativa seria muy interesante diferenciar estas iPSCs a tipos celulares neurales para
poder identificar potenciales aproximaciones terapéuticas y analizar posibles tratamientos
para esta enfermedad. Ademas, al tratarse de lineas isogénicas, los resultados obtenidos
usando estos modelos serian mas robustos.

Para diferenciar iPSCs existen protocolos muy diferentes segun el tipo celular que se
quiera obtener, pero la mayoria de ellos suelen ser muy largos y complejos. Ademas, la po-
blacion obtenida suele ser una mezcla de distintos tipos celulares, incluso precursores, que
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dificultan la obtencién de resultados robustos al comparar distintas lineas. En este trabajo
se querian obtener lineas celulares neurales para estudiar el sindrome de Sanfilippo C.
Aunque clasicamente las neuronas han sido el tipo celular mas estudiado del sistema ner-
vioso central (CNS), en los ultimos afios diferentes investigaciones han destacado el papel
de las células de glia, y en concreto de los astrocitos, en la regulacién de la homeostasis y
funciones cerebrales (Verkhratsky & Nedergaard, 2018).

En el articulo 3 de esta tesis doctoral se presenta la generacion de modelos celulares
relevantes para el sindrome de Sanfilippo C mediante el uso de protocolos de diferencia-
cion basados en la sobreexpresion de factores de transcripcion. En concreto, se usaron
protocolos previamente descritos para una diferenciacion rapida y eficiente de iPSCs a
lineas puras de neuronas (Zhang et al, 2013) y astrocitos (Canals et al, 2018) (Figura 32).
En este trabajo (articulo 3), las neuronas y astrocitos obtenidos no se mantienen en cultivo
tanto tiempo como para que su maduracion sea completa, aunque si que estan completa-

mente diferenciadas.

Virus diferenciacion astrocitos

Astrocitos

iPSCs

I

Virus diferenciacion neuronas

Neuronas

Figura 32. Diferenciacion de las iPSCs a astrocitos o neuronas mediante la sobreexpresion de factores de transcripcion.
Se usaron lentivirus para la introduccién de estos factores.

En el caso de las neuronas inducidas (iNs) (Zhang et al, 2013), existen diferentes
formas de mantenerlas. Actualmente muchos estudios mantienen estas iNs solas en cul-
tivo durante un periodo variable segun su objetivo (Wu et al, 2019). También hay casos
en los que se estas iNs son mantenidas tanto solas como en cocultivo con células gliales
dependiendo del experimento a analizar, ya que en el primer caso se obtendrian iNs puras,
pero en el segundo se generarian sinapsis funcionales (Li et al, 2019a). Otra opcion seria
mantener estas iNs en un medio previamente condicionado por células gliales, aunque este
medio no proporcionaria las mismas ventajas del cocultivo, ya que las neuronas no tendrian
la asistencia directa las células de glia, sino solo de los factores liberados por estas, que
ayudarian a su maduracion. Ademas, la proporcién de estos factores en el medio condicio-
nado seria muy variable cada vez, debido tanto al tiempo de condicionamiento como a su
estabilidad en el tiempo.
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Dado que el objetivo del estudio presentado en esta tesis doctoral (articulo 3) es ge-
nerar un modelo celular de forma facil y rapida, se decidié mantener las iNs solas. En caso
de haber realizado cocultivos, se habria perdido la pureza de las iNs y se habrian incre-
mentado tanto la dificultad como el tiempo de desarrollo del protocolo. Con el uso de medio
condicionado, que ademas es mas dificil de obtener, se habria aportado una variabilidad
innecesaria al experimento, dificultando la interpretacidén de los resultados. En el presente
estudio se establecié mantener las iNs en cultivo durante 10 dias, un periodo suficiente para
obtener una poblacién pura de neuronas completamente diferenciadas, aunque no en su
mayor estado de maduracion, pero en las que ya se pueden realizar estudios fenotipicos
especificos de tipo celular.

Los astrocitos inducidos (iAs) (Canals et al, 2018) también fueron mantenidos 10 dias
en cultivo, y solos, que es lo comun para este tipo celular. En este periodo se consigue una
poblacién pura de astrocitos, que aun no ha alcanzado su plena madurez, pero cuya dife-
renciacion es completa. Esto se comprueba en el protocolo original, en el que al analizar los
astrocitos a los 7 dias de diferenciacion no se detectan la totalidad de funciones asociadas
a este tipo celular maduro, pero si una morfologia claramente astrocitica y la presencia de
diferentes marcadores especificos de este tipo celular. Como pasaba con las iNs, un mode-
lo celular puro de iAs tras 10 dias de diferenciacion permite el estudio en este tipo celular
en concreto de fenotipos especificos de forma rapida.

Aunque se haya elegido realizar la diferenciacion tanto de iNs como de iAs a 10 dias,
bien es cierto que esta estrategia también tiene sus limitaciones. Por un lado, no se pueden
detectar fenotipicos asociados a la enfermedad mas a largo plazo. Ademas, al no ser célu-
las completamente maduras, muchos fenotipos aberrantes pueden no llegar a manifestar-
se. Por otro lado, puede que si se combinaran ambos tipos celulares en cocultivo se detec-
taran nuevos comportamientos intercelulares de interés para los mecanismos patologicos
de la enfermedad. También, en la evaluacién de estrategias terapéuticas puede que no
se detecten mejoras fenotipicas debido al corto periodo de exposicion y no tanto a la baja
efectividad de dicha terapia. Igualmente, también cabe destacar que, aunque los protocolos
de diferenciacion basados en la sobreexpresion de factores de transcripcidon presenten ven-
tajas como una mayor eficiencia y rapidez, asi como la obtencién de lineas celulares mas
puras, también tienen inconvenientes. El que se puede destacar principalmente es que esta
diferenciacion es forzada y por lo tanto se salta pasos basicos que si se dan en el desarro-
llo, por lo que problemas en estas etapas del desarrollo no se manifestaran.

En este trabajo se diferenciaron 4 lineas celulares diferentes de iPSCs tanto a iNs
como iAs. Por un lado, se usaron las dos lineas isogénicas generadas mediante CRISPR/
Cas9 en el trabajo anterior (articulo 2) (iPSCs HGSNAT1 e iPSCs HGSNAT2), asi como la
linea de iPSCs WT a partir de la cual fueron generadas. Ademas, también se decidio usar
una de las lineas de iPSCs derivadas de fibroblastos de pacientes del sindrome de Sanfili-
ppo C obtenida en el mismo proyecto que las iPSCs WT (Canals et al, 2015), la linea iPSCs
SFCB6. Esta linea es heterocigota compuesta para una mutacion de splicing (c.633+1G > A)
y una mutacion missense (c.1334T > C; p.L445P). El uso de estas cuatro lineas celulares
hace que los resultados obtenidos sean mas robustos. Principalmente, por el hecho de
disponer tanto de iPSCs derivadas de pacientes como obtenidas mediante CRISPR/Cas9,
pero también porque entre las iPSCs HGSNAT1, HGSNAT2 y WT no hay variabilidad debi-
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da al fondo genético por ser lineas isogénicas. Ademas, cabe puntualizar que las lineas de
iPSCs WT y SFC6 fueron generadas usando el mismo método de reprogramacion, algo a
destacar ya que el uso de distintos métodos habria introducido variabilidad.

Tras los 10 dias de diferenciacion de las 4 lineas de iPSCs tanto a iNs como a iAs, se
valoré la presencia de marcadores especificos de tipo celular, tanto por PCR cuantitativa a
tiempo real como por inmunocitoquimica. En ambos casos los resultados confirmaron la co-
rrecta diferenciacion de las iPSCs a los tipos celulares deseados. Ademas, también se pudo
comprobar la presencia de una correcta morfologia celular en ese punto de la diferenciacion.

Es interesante remarcar que no se detectaron diferencias significativas entre lineas
celulares en cuanto a su capacidad de diferenciacion, sugiriendo que las mutaciones cau-
santes del sindrome de Sanfilippo C no perjudican el potencial de diferenciacion de las
iPSCs mediante estos protocolos. Esto no es sorprendente ya que, como se ha comentado,
la sobreexpresion de estos factores de transcripcion promueve una diferenciacion directa,
saltandose muchos pasos clave del desarrollo embrionario que podrian resultar criticos en
los pacientes. En el trabajo de Canals et al, 2015 se diferenciaron tanto las iPSCs SFC6
como WT a un conjunto de neuronas y células de glia mediante protocolos basados en el
desarrollo embrionario, y tampoco se detectaron diferencias en el potencial de diferencia-
cion entre lineas. Estos resultados previos parecen confirmar que tanto las diferenciaciones
a neuronas como a astrocitos no estan afectadas por las mutaciones en HGSNAT.

Una vez confirmada la correcta diferenciacion a los tipos celulares deseados, se usa-
ron las iNs para realizar un examen mas exhaustivo y comprobar si las lineas con mutacio-
nes en HGSNAT recapitulaban fenotipos especificos del sindrome de Sanfilippo C.

En primer lugar, se compararon los niveles de HS entre las iNs WT y las iNs con muta-
ciones en HGSNAT, y efectivamente las iNs mutadas presentaban 3,5 veces mas cantidad
de HS que las iNs WT. Cabe destacar que, aunque la diferencia es considerable, los re-
sultados obtenidos no fueron significativos debido a la variabilidad entre muestras, segura-
mente debido a que se hicieron las medidas en dias distintos por limitaciones técnicas. Por
ello, seria interesante analizar un mayor numero de muestras de cada linea para confirmar
la existencia de diferencias significativas entre las iNs.

En el estudio de Canals et al, 2015 se describid la diferenciacién de iPSCs de pa-
cientes del sindrome de Sanfilippo a un conjunto de células neurales, y se vio como a las
9 semanas de diferenciacion se detectaban 2 veces mas GAGs en las células neurales de
pacientes que en las WT. Este es un valor bastante inferior al obtenido en este proyecto,
en el que a los 10 dias de diferenciacion se detecté un incremento en el HS de 3,5 veces.
Esta diferencia detectada puede tener diferentes explicaciones. Por un lado, en el presente
proyecto se mide especificamente el HS, mientras que en Canals et al, 2015 se usé un kit
para cuantificar un total de 5 tipos de GAGs, lo cual puede provocar una infravaloracion de
las diferencias en HS. Por otro lado, en este trabajo se han diferenciado las iPSCs a una po-
blacion pura de iNs, mientras que en Canals et al, 2015 se obtiene un conjunto heterogéneo
de células neurales, incluyendo tanto glia como distintos subtipos neuronales, existiendo la
posibilidad de que la tasa de acumulo del HS en iNs sea superior a la de otros tipos celu-
lares neurales, como los astrocitos. Para arrojar luz en este aspecto, seria de gran interés
analizar los niveles de acumulo de HS en los iAs generados en este estudio. Por ultimo,
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también cabe la posibilidad de que el protocolo usado en el presente trabajo, ademas de
agilizar la obtencién de iNs, acelere la aparicion del fenotipo en comparacion al usado en
Canals et al, 2015.

Por otra parte, ademas de medir los niveles de HS, también se realizaron cuantifi-
caciones de los lisosomas presentes en los somas de las distintas iNs mediante analisis
inmunocitoquimicos, ya que un incremento de estos esta asociado con la enfermedad. En
primer lugar, se midié el area ocupada por LAMP2 (marcador de lisosomas) en relacion a
Tuj1 (marcador de soma), detectando un incremento significativo del 8% en las iNs HGS-
NAT2 respecto a las WT, pero no en las otras lineas. En Canals et al, 2015 se detecto para
este mismo experimento un 20% de incremento al comparar el area de LAMP2 entre las
neuronas derivadas de pacientes y las WT, pero a las 9 semanas de diferenciacion. Los
resultados obtenidos en el presente proyecto podrian indicar una tendencia hacia el incre-
mento del tamafo y/o numero de lisosomas en las lineas con mutaciones en HGSNAT, pero
debido a que la diferenciacién llevada a cabo ha sido mucho mas corta que la de Canals et
al, 2015, un analisis mas a largo plazo podria confirmar si tras un mayor tiempo en cultivo
las diferencias detectadas serian mas tangibles. Se estan realizando analisis preliminares
del area ocupada por LAMP2 en iAs y los resultados parecen indicar que tampoco habria
grandes diferencias, como en iNs.

Relacionado con este tema, también se realizaron medidas de intensidad de LAMP2
en las iNs. En este caso los resultados parecen indicar una tendencia hacia un incremento
de la intensidad cuando las células estan mutadas, sugiriendo un mayor numero y/o tamano
de los lisosomas presentes en una misma area. Sin embargo, seria necesario analizar un
mayor tamafio muestral para confirmar estos resultados. Igualmente, junto con los resul-
tados anteriores, esta tendencia podria significar que, aunque las iNs mutadas tengan un
mayor acumulo de HS y esto haya inducido una mayor biogénesis lisosomal, estos nuevos
organulos siguen estando localizados en la misma area, en dénde la intensidad de LAMP2
es superior. A pesar de todo, esto no es mas que una hipoétesis, y para confirmarla habria
que dejar las iNs mas tiempo en cultivo para ver si se genera un incremento en los lisoso-
mas y esto induce a su expansion por el resto de la célula, generando un aumento claro en
el area ocupada por LAMP2.

Con los resultados obtenidos hasta el momento, se podria profundizar mas en dis-
tintos aspectos. En primer lugar, seria interesante realizar los mismos experimentos plan-
teados para iNs pero en iAs, dado que conocer los niveles de acumulo de HS asi como el
incremento o no de sus lisosomas ayudaria a entender los resultados obtenidos, aparte de
implicar la caracterizacion de un nuevo modelo celular neural para el sindrome de Sanfili-
ppo C. Por otro lado, un analisis mas a largo plazo de las iNs, asi como de los iAs, podria
aclarar si es cuestion de tiempo que haya un mayor aumento lisosomal (intensidad de
LAMP2) y que esto implique una expansion mas clara de este organulo por la célula (area
de LAMP2). También se podrian realizar estos experimentos con medio condicionado por
astrocitos, para poder alargar aun mas la vida en cultivo de estas células.

Finalmente, y para realizar una mejor comparativa con los resultados que se obtuvieron
en Canals et al, 2015, una vez tanto las iNs como los iAs estén completamente caracteriza-
dos se podrian realizar cocultivos de estos dos tipos celulares. Con ello se podria analizar,
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entre otras cosas, el acumulo de HS y el comportamiento lisosomal con el tiempo, asi como
las interacciones que tienen estos dos tipos celulares en una situacion de enfermedad fren-
te a salud. Por ejemplo, puede que los iAs ayuden inicialmente a las iNs a deshacerse del
exceso de HS en un intento de mantener su homeostasis. Esto se podria estudiar viendo si
existe, por ejemplo, algun trafico de vesiculas entre ambos tipos celulares, donde se podria
transportar HGSNAT mutado de los iAs a las iNs, o exceso de HS de las iNs a los iAs, con
el objetivo de alargar la vida neuronal. Si se descubriera algun mecanismo similar a este,
se podria explorar la opcién de que astrocitos sanos ayudaran a paliar el fenotipo tipico de
Sanfilippo C, abriendo las puertas a una nueva estrategia de terapia celular.

Una posible estrategia seria el trasplante de astrocitos sanos en el CNS. Este proce-
dimiento se ha realizado trasplantando astrocitos humanos en el cerebro de ratones inmu-
nodeprimidos para crear ratones quimera (Han et al, 2013). Curiosamente, en el cerebro de
estos ratones se vio como la mayoria de las células gliales de ratén eran reemplazadas por
las humanas y sus progenitores afectando también a funciones neurofisiolégicas (Windrem
et al, 2014). Seria interesante ver si al trasplantar astrocitos sanos en el CNS de ratones
modelo del sindrome de Sanfilippo C (Marco et al, 2016; Martins et al, 2015), estos astro-
citos colonizan el CNS y revierten los fenotipos asociados a la enfermedad. Este supuesto
confirmaria la existencia de interacciones entre neuronas y astrocitos que tendrian como
objetivo alargar la vida neuronal en el contexto del sindrome de Sanfilippo C. El siguiente
paso seria explorar esta opcién en humanos.

Volviendo a los resultados obtenidos en la caracterizacion de la iNs como modelo del
sindrome de Sanfilippo C, se puede concluir que, aunque no den significativos, presentan
una tendencia clara, principalmente en lo que al aumento del acumulo de HS se refiere.
Por ello, se decidieron emplear estos modelos neurales en la evaluacion de la estrategia
terapéutica SRT basada en siRNAs anteriormente testada en fibroblastos (articulo 1), ya
que alli los resultados obtenidos fueron prometedores y ahora se dispone de tipos celulares
mucho mas relevantes en la enfermedad (Figura 33).
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Figura 33. Esquema de la diferenciacion de iPSCs a neuronas o astrocitos, y como en ese periodo de diferenciacion estas
células también son tratadas con siRNAs contra el gen EXTL2 como SRT.
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Debido a que los cuatro siRNAs testados en fibroblastos reducian alrededor de un
95% la cantidad de mRNAs de los genes EXTL2 y EXTL3, se escogio el mas eficiente para
la evaluacion con los nuevos modelos. El siRNA-4899, que inhibe la expresion del gen
EXTL2, fue el que habia generado una mayor reduccion de la sintesis de GAGs a los 3 dias
de tratamiento. Ademas, mediante inmunocitoquimica también se demostré que este siRNA
reducia claramente y de forma especifica los niveles de HS de los fibroblastos a los 3 dias
de tratamiento.

En primer lugar, mediante PCR cuantitativa a tiempo real se evalud la eficiencia del
siRNA-4899 tanto en iNs como en iAs. Aunque la caracterizacion fenotipica de los iAs no
fue llevada a cabo, se quiso comprobar también que el siRNA-4899 era eficiente en este
tipo celular de cara a futuros estudios. En coherencia con los resultados obtenidos previa-
mente en fibroblastos, la reduccion del mMRNA de EXTL2 tanto en iNs como en iAs fue de
alrededor del 75%. Las variaciones en el % de inhibicion del siRNA entre los modelos neu-
rales y los fibroblastos pueden ser debidas, por ejemplo, a diferencias en los mecanismos
intrinsecos de cada tipo celular o a la eficiencia de transfeccién. Igualmente, los niveles de
inhibicion siguen siendo suficientemente elevados.

Solo las iNs habian sido completamente caracterizadas fenotipicamente como mode-
los del sindrome de Sanfilippo C, por lo que se escogié una de las lineas con mutaciones
en HGSNAT para ser diferenciada a iNs y ver el efecto del siRNA. Se escogio la linea
HGSNAT2, por haber obtenido con ella resultados menos variables. De los tres parametros
analizados en relacion al fenotipo de Sanfilippo, se selecciond la cuantificacion del HS para
realizar una primera aproximaciéon acerca de la efectividad del siRNA en esta linea celu-
lar, ya que es el resultado mas interesante debido a que implica directamente al HS, cuya
sintesis se esta inhibiendo. Sorprendentemente, a los 3 dias de haber transfectado las iNs
HGSNAT2 con el siRNA-4899 los niveles de HS no se habian reducido en absoluto.

Diferentes factores pueden dar explicacion a estos contradictorios resultados. Por un
lado, debido a diferencias intrinsecas de cada tipo celular, como su tasa de division, puede
que las iNs presenten una menor capacidad para eliminar el HS almacenado hasta el mo-
mento en comparacion a los fibroblastos, por lo que un tratamiento mas a largo plazo podria
dar resultados distintos. Por otro lado, la capacidad de eliminacion del HS ya almacenado
también estara relacionada con la actividad residual de HGSNAT, que puede depender de
la mutacion presente en cada linea, ademas de la expresion en cada tipo celular. Puede
ser que la expresion de HGSNAT en iNs siga siendo tan baja que en este tipo celular la
tasa de eliminacion del HS acumulado sea demasiado lenta, reduciendo la eficiencia de
la SRT. También puede que las mutaciones presentes en la linea HGSNAT2 (heterocigota
compuesta para dos mutaciones nonsense) impidan incluso que haya actividad basal de la
enzima por generar un codén de parada tan temprano. O puede que suceda una combina-
cion de todas las posibles causas.

Para dilucidar qué esta pasando, en primer lugar se podria medir la actividad de HGS-
NAT tanto en iNs HGSNAT2 como en alguna linea derivada de pacientes como referencia,
por ejemplo iINs SFC6 (heterocigota compuesta para una mutacion de splicing y una mis-
sense), ya que fue una de las lineas usadas en el estudio de la SRT en fibroblastos. Ade-
mas, si hay variaciones en la actividad basal de HGSNAT en iNs SFC6 en comparacion a
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iNs HGSNATZ2, se podria ver el efecto del siRNA en iNs SFC6 y ver si aumenta la eficiencia
de la SRT. También seria interesante ver los resultados en un tratamiento mas a largo plazo
o si la actividad basal de HGSNAT aumenta al diferenciar estas lineas a otros tipos celula-
res, como los iAs. También es cierto que los iAs tienen una mayor tasa de divisién que las
iNs, lo que por un lado hace que los siRNAs se diluyan con mas rapidez perdiendo su efecto
a largo plazo, pero que al mismo tiempo ayuda a que el acumulo de HS también se elimine
con mayor facilidad.

Si se dieran indicios de que la SRT puede resultar efectiva mas a largo plazo, bien en
iNs y/o en iAs, se podria generar un shRNA basado en el siRNA-4899 y codificarlo en un
plasmido con replicacién autbnoma y que no se inserte, para asi evitar su dilucién con el
tiempo y la creacidn de mutaciones indeseadas debido a la insercion aleatoria. Este plasmi-
do podria encapsularse en un AAV con fuerte neurotropismo, como el AAV-TT (Tordo et al,
2018), para llegar con facilidad al CNS y transfectar las células neurales, las mas afectadas
en el sindrome de Sanfilippo.

Por otro lado, también cabria destacar los estudios que relacionan el gen EXTLZ2 con
la supresion de la biosintesis del HS en células de higado de ratén (Nadanaka et al, 2013a;
Nadanaka et al, 2013b). Puede que la funcién de EXTLZ2 varie segun el tipo celular, y puede
qgue en fibroblastos actue como iniciador de la elongacion en la biosintesis del HS, mientras
que en iNs tenga el mismo papel que el descrito en células de higado de ratén. En este
caso, la no reduccion en la cantidad de HS detectada después de la transfeccion con el
siRNA se explicaria por en realidad no haber inhibido un iniciador de la elongacion del HS,
sino puede que un supresor de su biosintesis. Futuros estudios deberan clarificar cual es
realmente la funcion de EXTL2 segun el tipo celular para poder asi plantear mejores estra-
tegias terapéuticas basadas en SRT.

Debido a los resultados obtenidos, otra propuesta interesante seria probar alguno de
los siRNAs contra EXTL3 como SRT, siempre teniendo en cuenta que mutaciones en este
gen se han relacionado recientemente con alteraciones neuroldgicas, del desarrollo, inmu-
nitarias y esqueléticas (Oud et al, 2017; Volpi et al, 2017).

De este estudio (articulo 3) se podria concluir que los protocolos de diferenciacion
basados en la sobreexpresion de factores de transcripcion son utiles para la generacion
rapida y eficiente de modelos celulares in vitro. Y, sin duda, la obtenciéon de buenos modelos
de enfermedad es necesaria para realizar estudios mas profundos de los mecanismos de
la enfermedad en tipos celulares relevantes, asi como para una mejor valoracién de estra-
tegias terapéuticas.

Aunque esta tesis doctoral se ha centrado en la generacion de nuevos modelos y en el
estudio de una aproximacion terapéutica para el sindrome de Sanfilippo C, las estrategias
utilizadas para ese fin son aplicables también a otras enfermedades. Por ello, se inicié de
nuevo el proceso para la generacion de iPSCs con mutaciones en el gen NAGLU, causan-
tes del sindrome de Sanfilippo B (articulo 4), con la finalidad de generar modelos relevantes
para esta enfermedad.

Para ello, se usaron de nuevo las iPSCs WT obtenidas en el trabajo de Canals et al,
2015 para generar dos lineas de iPSCs con mutaciones en el gen NAGLU mediante la tec-
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nologia de edicién génica CRISPR/Cas9. Las lineas obtenidas son no solo isogénicas en
relacion a las iPSCs WT, sino también a las iPSCs obtenidas en el articulo 2, iPSCs HGS-
NAT1 y HGSNAT?2.

A diferencia de las iPSCs generadas en el articulo 2, en la que tras la edicion génica
las proteinas HGSNAT resultantes eran aproximadamente un 90% mas cortas en todos los
casos, aqui se decidi6 caracterizar dos clones cuyos cambios a nivel proteico fueran distin-
tos en cada linea. Se buscaba obtener una linea con mutaciones truncantes en NAGLU, y
otra con cambios menos drasticos a nivel proteico, que en la medida de lo posible preserva-
ran una minima actividad residual. Con estos clones se podria optimizar un estudio de SRT
similar al presentado en el articulo 3, donde no se apreciaba reduccion del acumulo de HS
tras el tratamiento. Y es que una de las hipotesis planteadas para justificar estos resultados
negativos es que la ausencia total de actividad enzimatica impide un reciclado basal del HS
ya acumulado.

El proceso a seguir para obtener las nuevas lineas isogénicas fue el mismo que en
articulo 2, es decir, se transfectd el complejo de ribonucleoproteina a las iPSCs WT para
generar mutaciones aleatorias mediante NHEJ. En este caso se usé un sgRNA dirigido al
exon 5 del gen NAGLU vy, tras el analisis mutacional, se seleccionaron dos clones para ca-
racterizar. El clon llamado NAGLUS3 presenta una delecion de 9 pb en homocigosis, lo cual
resulta en la pérdida de 3 aminoacidos (p.F288 1290del) de los 743 aminoacidos totales
presentes en la proteina NAGLU. Por otro lado, el clon NAGLU4 es homocigoto para una
insercion de 1 pb que causa una alteracion en la pauta de lectura y la apariciéon de un codén
de parada prematuro (p.F288Ifs*27) dando como resultado una proteina mas corta, de 315
aminoacidos, un poco menos de la mitad de la proteina original.

Para ver las consecuencias de ambas mutaciones, se midié la actividad de NAGLU
tanto en iPSCs como en iNs tras 10 dias de diferenciacion (Zhang et al, 2013), para evitar
asi las dudas generadas en el desarrollo del articulo 3 acerca de si la baja eficacia de la
SRT en iNs era, entre otras cosas, debida a una extremadamente baja actividad de HGS-
NAT en comparacion a otros tipos celulares o mutaciones. Curiosamente, las iPSCs WT
muestran 3 veces menor actividad de NAGLU que las iNs WT, mientras que las lineas
celulares NAGLU3 y NAGLU4 presentan valores similares en ambos tipos celulares, aun-
que considerablemente inferiores a los de la linea WT. Una posible explicaciéon es que, al
tratarse de valores tan bajos, detectar diferencias significativas resulta mucho mas dificil.

Seria interesante disponer de iPSCs y iNs derivadas de pacientes en las que medir la
actividad de NAGLU y asi poder compararla con la de los clones generados, tal como se
pudo hacer con las iPSCs del articulo 2. Esta informacion ayudaria a entender si los niveles
de actividad obtenidos para ambas lineas editadas estan dentro de los niveles adecuados.
Si se compara la actividad de las lineas mutadas iPSCs NAGLU3 y NAGLU4 con la de las
IPSCs WT, se ve que ha habido una reduccién cercana al 80%, la misma que se encuentra
entre las iPSCs generadas en el articulo 2. Ademas, si se compara la actividad de las mis-
mas lineas diferenciadas a iNs, la reducciéon en comparacioén a las iNs WT es cercana al
95%. Con estos datos, se puede asumir que ambas lineas generadas mediante CRISPR/
Cas9 representan valores similares de actividad a los que se podrian encontrar en otras



lineas con mutaciones en NAGLU, y que a primeras no parece haber diferencias entre
distintas mutaciones, aunque se deberian comparar valores con iPSCs y iNs de pacientes.

Por otro lado, también se confirmd que ambas lineas de iPSCs habian mantenido su
pluripotencia tras el proceso de edicion génica, asi como su capacidad de diferenciacion es-
pontanea a las tres capas embrionarias. Con ello, las lineas de iPSCs NAGLU3 y NAGLU4,
junto con las iPSCs WT, establecen una nueva base sobre la cual generar nuevos modelos
para el sindrome de Sanfilippo B. Pero, ademas, al haber derivado estas lineas a partir de
las iPSCs WT anteriormente utilizadas (articulo 2), tanto NAGLU3 como NAGLU4 también
son lineas isogénicas respecto a HGSNAT1 y HGSNAT2. Es decir, se dispone de lineas
isogénicas de iPSCs para generar modelos de Sanfilippo B y Sanfilippo C, ademas de una
linea control, todas ellas capaces de diferenciarse a diferentes tipos celulares que puedan
resultar interesantes en el estudio de estas enfermedades, como serian las neuronas y los
astrocitos (Figura 34).

iPSCs WT

ﬁ CRISPR/Cas9
T

iPSCs HGSNAT1 iPSCs HGSNAT2 iPSCs NAGLU3 iPSCs NAGLU4

Isogénicas

Figura 34. Esquema explicativo de las lineas isogénicas obtenidas. Dado que tanto las iPSCs con mutaciones en HGS-
NAT (HGSNAT1 y HGSNAT2) como las que tienen mutaciones en NAGLU (NAGLU3 y NAGLU4) han sido obtenidas de
las iPSCs WT, las cinco lineas son isogénicas entre si.

Este hecho presenta diferentes ventajas, como por ejemplo ver si existen diferencias
sutiles en el fenotipo de cada una de las enfermedades, o en los mecanismos molecula-
res, ya que comparando lineas de pacientes no se detectan al asociarse a variaciones en
el fondo genético. También se podria estudiar una misma estrategia terapéutica para dos
enfermedades distintas en paralelo, con los mismos modelos celulares y el mismo fondo
genético.
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Como recapitulacion de los resultados obtenidos en esta tesis doctoral se podria decir
que se han generado nuevos modelos celulares de gran utilidad para el ensayo de poten-
ciales aproximaciones terapéuticas, como es en este caso la SRT basada en el uso de
siRNAs. En primer lugar, se comprobo¢ la eficiencia de distintos siRNAs para reducir fenoti-
pos tipicos del sindrome de Sanfilippo en fibroblastos de pacientes (articulo 1). Dado estos
buenos resultados se obtuvieron, mediante CRISPR/Cas9, lineas isogénicas de iPSCs con
mutaciones en el gen HGSNAT (articulo 2), a partir de las cuales generar modelos celulares
mas relevantes para el sindrome de Sanfilippo C. Dado que esta enfermedad es principal-
mente neurodegenerativa, las iPSCs se diferenciaron a iNs e iAs (articulo 3) usando proto-
colos basados en la sobreexpresion de factores de transcripcion, que son mas rapidos vy efi-
cientes. Una vez comprobada la correcta diferenciacion, se evalué si las iNs recapitulaban
fenotipos tipicos del sindrome de Sanfilippo C, obteniendo resultados prometedores. Con
ello, estas iNs se usaron para evaluar la eficiencia de la SRT basada en siRNAs ensayada
previamente en fibroblastos. Sin embargo, los resultados obtenidos no fueron tan positivos
en este tipo celular (articulo 3). Este hecho pone de manifiesto la necesidad de evaluar
potenciales estrategias terapéuticas en tipos celulares relevantes para cada enfermedad.
Finalmente, aprovechando las estrategias usadas en los articulos previos, se decidioé usar
de nuevo la tecnologia CRISPR/Cas9 para la obtencion de iPSCs con mutaciones en el gen
NAGLU, causantes del sindrome de Sanfilippo B, (articulo 4). Estas lineas isogénicas tam-
bién son de gran utilidad para la generacion de nuevos modelos celulares, como iNs 0 iAs,
en los que evaluar potenciales aproximaciones terapéuticas como se hizo para el sindrome
de Sanfilippo C.
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*Se ha comprobado la eficiencia del uso de siRNAs contra los genes
EXTL2 y EXTL3, como terapia de reduccion de substrato sobre fibroblastos
de pacientes de Sanfilippo C.

* Los siRNAs reducen tanto la expresion del mRNA de los genes corres-
pondientes como la sintesis y almacenamiento de glicosaminaglicanos, siendo
el siRNA-4899 contra el gen EXTLZ2 el mas eficiente.

*Se han generado mediante CRISPR/Cas9 dos lineas isogénicas de
iPSCs mutantes para el gen HGSNAT, partiendo de iPSCs derivadas de fibro-
blastos de un donante sano.

* Las dos lineas de iPSCs mutantes para HGSNAT, asi como la linea de
IPSCs derivada de un donante sano y otra derivada de un paciente con sindro-
me de Sanfilippo C, han sido diferenciadas a neuronas y astrocitos inducidos
mediante protocolos basados en la sobreexpresion de factores de transcripcion.

* Las neuronas inducidas generadas muestran una tendencia al acumulo
de heparan sulfato, asi como a un aumento en la carga lisosomal, recapitulan-
do asi fenotipos tipicos del sindrome de Sanfilippo.

* Se ha comprobado la eficiencia del siRNA-4899 en la inhibicion de la
expresion del mMRNA de EXTLZ2 en neuronas y astrocitos inducidos.

* Tras tres dias de tratamiento con el siRNA-4899, no se detectd reduc-
cion del acumulo de heparan sulfato en neuronas inducidas.

* Mediante CRISPR/Cas9 se han generado dos lineas isogénicas de
iPSCs mutantes para el gen NAGLU, partiendo de la misma linea de iPSCs
que se uso para generar las lineas mutantes en el gen HGSNAT.
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ABSTRACT

Keywords

NFAT5

DDC

TonEBP

Hypertonic stress

Neural dopaminergic cell lines
SH-SY5Y

PC12

The nuclear factor of activated T-cells 5 (NFAT5), also known as tonicity-responsive enhancer-binding pro-
tein (TonEBP), is a transcription factor that regulates osmoadaptive response in multiple tissues and is highly
expressed in the developing central nervous system. A former study reported that NFAT5 activation through
hypertonic stress increases the expression of the dopa decarboxylase enzyme (DDC), also known as aro-
matic-L-amino-acid decarboxylase (AADC), in human renal proximal tubule cells, leading to an increase of
dopamine synthesis. In a previous study, we identified NFAT5 as a candidate gene for cocaine dependence, a
complex psychiatric disorder in which dopaminergic neurotransmission plays an important role. Therefore, un-
der the hypothesis that NFAT5 may also affect dopamine levels in the nervous system through the regulation of
DDC expression, we examined this regulation using two neural dopaminergic cell lines, SH-SY5Y and PC12. The
effect of NFAT5 on the expression of the neuronal isoform of DDC was evaluated by qRT-PCR. Upon hypertonic
stress, NFAT5 was activated and accumulated into the nuclei and, subsequently, the expression of NFAT5 and its
known targets sodium/myo-inositol cotransporter 1 (SMIT) and sodium chloride/taurine cotransporter (TAUT)
increased, as expected. However, the expression of DDC decreased. When silencing the expression of NFAT5 with
a specific ShRNA we observed that the downregulation of DDC is independent from NFAT5 in both cell lines and
is due to hypertonic stress. In conclusion, NFAT5 does not regulate the expression of the neuronal isoform of DDC
in neural dopaminergic cell lines and, consequently, it does not modulate dopamine synthesis through DDC.

1. Introduction

rine cotransporter), and it also activates its own transcription (Aram-
buru et al., 2006; Halterman et al., 2012; Loyher et al., 2004).

NFATS5 (TonEBP) is a transcription factor of the Rel family activated
by hypertonicity that is ubiquitously expressed and is essential for the
regulation of homeostasis under osmotic stress, and it has been espe-
cially related to immune system and inflammatory functions (Aram-
buru and Lépez-Rodriguez, 2019; Ho, 2003; Lee et al., 2019).
The activation of NFAT5, and its translocation to the nucleus, activates
the expression of many genes, such as the osmolyte transporters SMIT
(sodium/myoinositol cotransporter) and TAUT (sodium chloride/tau-

It has been reported that an acute hypertonic injection in rats increases
the amount of NFATS5 protein in the nuclei of neuron cells (Maallem
et al., 2006a,b). However, NFATS5 is not only regulated by tonicity,
and it can also be activated through other stimuli in hypertonic and
isotonic tissues (Halterman et al., 2012). NFATS5 is expressed in the
adult brain, but it is also highly and specifically expressed in the devel-
oping brain at embryonic stages, suggesting its importance in embryo-
genesis and cellular homeostasis (Loyher et al., 2004; Yang et al.,
2018). NFATS5 function in the brain varies among cell types. For exam-

Abbreviations: NFATS, nuclear factor of activated T-cells 5; TonEBP, tonicity-responsive enhancer-binding protein; DDC, dopa decarboxylase; AADC, aromatic-L-amino-acid de-
carboxylase; SMIT, sodium/myo-inositol cotransporter 1; TAUT, sodium chloride/taurine cotransporter; AQP4, aquaporin 4; GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; PGK1,
phosphoglycerate kinase 1; NaCl, sodium chloride; RNase, ribonuclease; cDNA, DNA complementary to RNA; shRNA, short hairpin RNA; PCR, polymerase chain reaction; qRT-PCR, quan-
titative polymerase chain reaction; DAPI, 4',6-diamidino-2-phenylindole stain; ANOVA, analysis of variance.
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ple it protects neurons against ischemic damage, may participate in in-
flammation in microglia, regulates the expression of AQP4 in astrocytes
and could influence dopaminergic neurotransmission (Jeong et al.,
2016; Mak et al., 2012; Yang et al., 2018; Yi et al., 2013).

In a previous study of our group, the NFAT5 gene was found upreg-
ulated in a dopaminergic neuronal model after cocaine exposure, and
it was also found to carry genetic risk variants predisposing to cocaine
dependence (Fernandez-Castillo et al., 2015). It has been suggested
that NFAT5 may participate in modulating dopamine levels in periph-
eral tissues through the direct regulation of DDC, an enzyme involved in
dopamine synthesis (Hsin et al., 2011). The authors observed that the
expression of DDC was upregulated by NFAT5 (TonEBP) in cells of the
human renal proximal tubule (HK-2) and that this resulted in increased
dopamine levels (Hsin et al., 2011). This connection between NFAT5
and dopamine is interesting, since addiction is a neuropsychiatric dis-
order in which this neurotransmitter (and also serotonin) plays an im-
portant role by mediating the effects of the drug on the reward system
(Volkow et al., 2017).

DDC (also known as AADC, EC 4.1.1.28), the aromatic L-amino acid
decarboxylase, catalyses the synthesis of dopamine and serotonin, which
act as neurotransmitters and hormones in neural and endocrine tissues.
Dopaminergic (and also serotonergic) neurotransmission in the brain
plays a key role in several neuropsychiatric disorders, including ad-
diction. The DDC gene has two tissue-specific isoforms that differ in
their 5'UTR, one expressed in neuronal cell types and the other one in
non-neuronal tissues (Ichinose et al., 1989).

Since NFATS5 has been reported to be a transcription factor for DDC
in human renal proximal tubule cells (Hsin et al., 2011), it has been
suggested that NFAT5 may also have a role in dopaminergic neurotrans-
mission in brain (Yang et al., 2018). This would substantiate its possi-
ble contribution to cocaine addiction.

Therefore, the aim of the present study is to explore whether NFAT5
regulates the expression of the DDC neuronal isoform in dopamin-
ergic neural cell lines, modulating in consequence the production of
dopamine in the brain.

2. Material and methods
2.1. Cell culture and osmotic shock

PC12 cells from rat adrenal gland (ATCC) provided by Celltec UB
were grown in RPMI medium supplemented with 10% horse serum, 5%
fetal bovine serum, 1% penicillin/streptomycin and 1% glutamine (Life
Technologies), and SH-SY5Y cells from human neuroblastoma (ATCC)
were grown in DMEM:F12 (50:50) medium supplemented with 10% fe-
tal bovine serum and 1% penicillin/streptomycin (Life Technologies),
both at 37 °C in a humidified 5% CO, atmosphere incubator.

To activate and upregulate NFAT5 we used a hypertonic stress pro-
cedure based on previous studies performed in brain (with sucrose)
(Maallem et al., 2006a,b) or in neural cell lines (with NaCl) (Bitoun
and Tappaz, 2000; Isaacks et al., 1994). Osmotic shock was per-
formed at the same osmolality by adding a NaCl or sucrose solution to
the medium up to 550 mOsm/Kg, examined by VAPRO 5520 osmome-
ter (Wescor) to reach a hypertonic condition. Cells were exposed to the
hypertonic medium for 6, 24, 36 or 48 h before RNA isolation. A total
of five replicates per condition were performed.

2.2. PCR and quantitative real-time PCR

RNA isolation was performed with the High Pure RNA Isolation Kit
(Roche) and quantified with Nanodrop (NanoDrop Technologies). RNA
was retrotranscribed to cDNA using the High-Capacity cDNA Reverse kit
(Life Technologies) and RNase inhibitor (Applied Biosystems).

Since DDC has a neuronal and a non-neuronal isoform, we designed
specific primers for the two isoforms to assess which ones are ex-
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pressed in PC12 and SH-SY5Y by PCR. The primers used are indicated
in Table S1. The expression of both isoforms was tested in PC12 and
SH-SY5Y cells either not exposed to osmotic shock or exposed to 6 h of
hypertonic stress with NaCl up to 550 mOsm/Kg. We used cDNA from
rat liver and Hep3B cells as a positive control for the non-neuronal iso-
form. PCR products were resolved by electrophoresis on 2% agarose gels
followed by staining with RedSafe (iNtRON Biotechnology).

The expression levels of NFAT5 and DDC were assessed by quanti-
tative PCR (qRT-PCR), as well as those of the SMIT and TAUT genes,
known NFATS5 targets. QRT-PCR experiments were performed using
LightCycler® 480 SYBR Green I Master reagent (Roche) with the Light-
Cycler® 480II system (Roche), and data were analyzed with the Light-
Cycler® 480 Software, Version 1.5. For normalization, GAPDH and
PGK]1 expression was used as a reference, which were stable across con-
ditions. The primers used for this study are listed in Table S1.

2.3. Immunocytochemistry

PC12 or SH-SY5Y cells were stained during 15 min with Wheat germ
agglutinin Alexa Fluor® 488 conjugate (Life Technologies) at 1:2000 in
cold medium to stain the cellular membrane, fixed in 4% paraformalde-
hyde for 30 min and permeabilized with 0.1 M glycine and 0.5% Tween
solution. After blocking non-specific binding with 10% normal donkey
serum (blocking solution, BS) for 1 h, we stained the samples during 1 h
at 37 °C with the anti-NFAT5 rabbit polyclonal primary antibody (Ab-
cam) at 1:100 dilution in BS, 45 min at 37 °C with the donkey anti-rab-
bit IgG-Cy3 secondary antibody (Jackson ImmunoResearch) at 1:400 in
BS and finally, 10 min at RT with DAPI (Invitrogen) at 1:10,000 diluted
in BS. Images were acquired with a Leica SP2 AOBS Confocal Micro-
scope (Leica Microsystems) with 63 X /1.32-0.6 oil immersion objective
and they were analyzed using ImageJ (Schindelin et al., 2012).

2.4. NFATS silencing, lentiviral production and infection

To silence NFAT5 expression, we used an shRNA against NFAT5
(shNFAT5 5'-GGTCAAACGACGAGATTGTGA-3') previously used by oth-
ers (Drews-Elger et al., 2009). The shRNA was inserted into a
psi-LVRUGP plasmid that includes the U6 promoter and a puromycin se-
lection cassette (Genecopoeia). A scrambled shRNA was produced in the
same plasmid backbone (Genecopoeia). We also used Tet-O-FUW-EGFP
plasmid (Addgene) that contains the EGFP cassette under a tetracycline
promoter and FUW-M2rtTA (Addgene) to quantify infection efficiency.

Third generation lentivirus particles were produced essentially as
previously described (Ding and Kilpatrick, 2013). Briefly, the lentivi-
ral expression vector (shRNAs or EGFP vectors) and three helper plas-
mids (pMD2.G, pMDLg/pRRE and pRSV-Rev (Addgene)) were cotrans-
fected into HEK293T plated in T175 flasks using calcium phosphate
transfection method, considering a 10:3:4:2 plasmid ratio respectively
with a total amount of 142 ng. The medium was replaced 24 h after
transfection and viral supernatants were collected 24-30 h later and
filtered through a 0.45 um filter. Finally, supernatants were ultracen-
trifuged and resuspended in 100 pl of DMEM medium.

PC12 cells or SH-SY5Y cells were plated in six-wells plates and in-
fected with 0.8 pl of concentrated lentiviral particles in fresh medium
with polybrene (6.5 ug/mL) (Sigma). Viral medium was removed af-
ter 24 h and replaced with fresh medium or fresh medium containing
doxycycline (0.5 pg/mL) (Merck) for genes under tetracycline promoter.
Twenty-four hours later, the osmotic shock was performed during 6, 24,
36 or 48 h with NaCl as described above. A total of five replicates per
condition were performed.

ANEXO



L. Pineda-Cirera et al.

2.5. Statistical analysis

The data in all figures were presented as mean + SD. The analyses
of the effect of NFATS5 activation under hypertonic stress on SMIT, TAUT
and DDC expression were performed with one-way ANOVA. Gaussian
Generalized Linear Models were used to investigate the possible ef-
fect of NFAT5 on the SMIT, TAUT and DDC expression in the experi-
ments silencing NFAT5. In all the analyses, when necessary for normal-
ity assumption, log transformation was made. All computations were
performed in R version 3.4.1 (R Core Team, 2014) and a value of
P < 0.05 was considered to be statistically significant.

3. Results

The aim of the present study is to explore whether NFAT5, previ-
ously shown to modulate dopamine levels in renal tubule cells through
activation of the DDC enzyme, also regulates the expression of the
DDC neuronal isoform in two dopaminergic neural cell lines (PC12 and
SH-SY5Y cells), therefore regulating dopamine levels in the brain. To
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reach our objective, we activated NFAT5 by inducing hypertonic stress
with salt or sucrose up to 550 mOsm/Kg during 6, 24, 36 or 48 h, as
previously used to activate NFAT5 in neural cell lines (Bitoun and Tap-
paz, 2000; Isaacks et al., 1994).

First, we inspected which DDC isoforms were expressed in PC12 and
SH-SY5Y and we determined that both cell lines express only the neu-
ronal isoform in both conditions, with or without hypertonic stress (Fig.
S1).

When activation of NFAT5 was induced under hypertonic stress
(550 mOsm/kg) with salt (NaCl) we observed an expected significant
upregulation of NFATS5 expression, both in PC12 and in SH-SY5Y cells
(Fig. 1). Similar results were observed when hypertonic stress was in-
duced with sucrose at the same osmolality (Fig. S2). Immunocyto-
chemistry demonstrated that the NFATS5 protein was translocated into
the nuclei and therefore activated upon hypertonic stress with salt in
both cell lines (Fig. 2). The genes SMIT and TAUT, known NFAT5
targets, were significantly upregulated under hypertonic stress with
salt as expected, and the expression of NFAT5 also increased signifi-
cantly, which confirms the actual activation of the transcription factor
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Fig. 1. Gene expression response to hypertonic stress. Cells were exposed to an osmotic shock with salt (NaCl) at 550 mOsm/kg during 6 h. A) PC12 cell line B) SH-SY5Y cell line. Mean
and SD is shown. *** P < 0.001 when compared to isotonic condition. Expression levels were normalized using GAPDH expression. Similar results were obtained when normalizing with

PGK1.

Isotonic

PC12

SH-SY5Y

Hypertonic (6h)

Hypertonic (24h)

Fig. 2. Immunocytochemistry images showing the translocation of NFAT5 (in red) from the cytoplasm to the nucleus of the cells after a hypertonic stress. Cells were exposed to an osmotic
shock with salt (NaCl) at 550 mOsm/kg during 6 h or 24 h. NFAT5 (TonEBP) was visualized using an antibody targeting its C-terminal segment (red), DAPI (blue) was used to stain the
nuclei and WGA (green) was used to stain the membrane. Scale bar: 10 pm. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of

this article.)
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NFATS5 in both cell lines (Fig. 1). However, the expression of DDC de-
creased significantly in PC12 and in SH-SY5Y (Fig. 1), contrarily to the
effect reported in renal proximal tubule cells (Hsin et al., 2011). Sim-
ilar results were observed when both cell lines were exposed to hyper-
tonic stress with sucrose (Fig. S2). So, for subsequent experiments we
only induced hypertonic stress with salt, more used in neural cell culture
studies (Bitoun and Tappaz, 2000; Isaacks et al., 1994).

In order to confirm that NFATS does not regulate the expression of
DDC in these cell lines, we silenced NFAT5 using a specific ShRNA that
inhibited its expression about 50% (Figs. 3 and 4). Hypertonic stress
increased the expression (through NFAT5) of the targets of NFAT5-ac-
tivated transcriptional activity SMIT and TAUT. When NFAT5 was si-
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Fig. 3. Gene expression response to hypertonic stress in PC12 cells. Cells were exposed to
an osmotic shock at 550 mOsm/kg during a 6, 24, 36 or 48 h treatment with salt (NaCl),
with or without NFAT5 silencing. Two different shRNA were used, one against Nfat5 (shN-
FAT5) and a scrambled shRNA as a control (shC). Mean and SD is shown. Expression levels
were normalized using Gapdh expression.
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Fig. 4. Gene expression response to hypertonic stress in SH-SY5Y cells. Cells were exposed
to an osmotic shock at 550 mOsm/kg during a 6, 24, 36 or 48 h treatment with salt (NaCl),
with or without NFAT5 silencing. Two different sShARNA were used, one against NFAT5
(shNFATS5) and a scrambled shRNA as a control (shC). Mean and SD is shown. Expression
levels were normalized using GAPDH expression.

lenced, the transcription levels of both genes decreased compared to
the control in the two cell lines, indicating an actual downregulation of
NFATS5 activity by the shRNA (Figs. 3 and 4). In contrast, the combina-
tion of NFAT5 inhibition and hypertonic stress resulted in a reduction of
DDC expression similar to that observed when NFATS5 is not silenced (us-
ing a control shRNA) (Figs. 3 and 4). We observed a 70-80% decrease
of DDC expression upon 24 h of hypertonic shock in PC12 (Fig. 3) and
60-80% upon 6 h of hypertonic shock in SH-SY5Y (Fig. 4). These re-
sults suggest that, in contrast to SMIT and TAUT, the expression of the
neuronal isoform of DDC is regulated through a mechanism that is inde-
pendent from NFATS5 in PC12 and in SH-SH5Y cells.
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Then, we assessed the effect of NFAT5 on the expression of these
three genes using a generalized linear model. As reported previously
(Aramburu et al., 2006; Halterman et al., 2012; Loyher et al.,
2004), NFATS5 showed a significant effect on SMIT and TAUT expression
in PC12 (P = 2.23E-04 and P = 6.05E—04, respectively) and SH-SY5Y
(P = 1.34E-03 and P = 4.62E—-02, respectively), both increasing their
expression when NFAT5 is upregulated, reinforcing their value as tar-
gets of NFAT5-regulated transcriptional activity (Figs. 3 and 4 and
Table S2). On the other hand, NFAT5 had no significant effect on the
expression of DDC in PC12 (P = 0.13) nor in SH-SY5Y (P = 0.48) (Figs.
3 and 4 and Table S2). Furthermore, we observed that the expres-
sion of DDC decreased significantly by the effect of the osmotic shock
upon 24 h in PC12 (P < 2E-16), and at all time points in SH-SY5Y
(2E-16 < P < 1.27E-08) (Figs. 3 and 4 and Table S2).

4. Discussion

The present study suggests that NFATS5 is not involved in dopamine
neurotransmission in the nervous system (a hypothesis that had previ-
ously been formulated (Fernandez-Castillo et al., 2015; Yang et al.,
2018)), at least through the regulation of the expression of DDC. Our
work in dopaminergic neural-like cells shows NFATS does not regulate
the neuronal isoform of DDC, contrarily to what had been reported in
renal tubular cells, where hypertonicity activates NFAT5, which in turn
upregulates the non-neuronal isoform of DDC, increasing the levels of
dopamine (Hsin et al., 2011). Our group previously described that
NFATS5S was upregulated by cocaine and that genetic risk variants in this
gene were associated with cocaine dependence, a complex psychiatric
disorder in which dopaminergic neurotransmission plays an important
role (Volkow et al., 2017). We therefore hypothesized that NFAT5
could also regulate DDC in the brain, activating its expression and lead-
ing to an increase of dopamine, a neurotransmitter involved in reward
and motivation, important for addiction, but also related to other neu-
ropsychiatric disorders. However, rather than observing an upregulation
of DDC, we detected a decrease of DDC expression after the activation of
NFATS5 through hypertonic stress in dopaminergic neural-like cell lines.
Subsequently, we demonstrated that this decrease in the expression of
the neuronal isoform of DDC was due to hypertonic stress and indepen-
dent from NFATS5 regulation.

Our results indicate that NFAT5 was expressed and translocated into
the cell nuclei, where it becomes an active transcription factor, as shown
by immunocytochemistry and by the increased expression of two known
target genes and itself (Figs. 1 and 2), consistent with previous stud-
ies (Aramburu et al., 2006; Halterman et al., 2012; Loyher et
al., 2004). But NFAT5 does not seem to regulate DDC expression in
dopaminergic neural cell lines, in contrast to the results reported by Hsin
et al. in renal proximal tubule cells (Hsin et al., 2011). Thus, NFAT5
regulates the expression of the non-neuronal isoform of DDC but not that
of the neuronal isoform. However, we cannot discard that NFAT5 may
play a role in the regulation of dopamine levels in the brain not through
DDC. We also show that the neuronal isoform of DDC is downregulated
by osmotic shock in the two investigated neural cell lines. This observa-
tion goes in the opposite direction to what is seen in renal tubule cells,
where dopamine has a role in regulating natriuresis. One possible ex-
planation may be that the neuronal isoform of DDC is not involved in
the osmoadaptive response mediated by dopamine and DDC would be
downregulated as part of the transcription repression generated by a cell
adaptation process (Burg et al., 2007) in neural cell lines.

There are some strengths and limitations in our study that should
be discussed. Strengths: (i) Comparable results have been obtained for
the two dopaminergic neural cell lines studied (PC12 and SH-SY5Y),
(ii) expression changes are maintained up to 48 h, (iii) similar expres-
sion changes were obtained when hypertonic stress was induced with
sucrose or with NaCl at the same osmolality, (iv) we confirmed that
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both cell lines (PC12 and SH-SY5Y) express only the neuronal isoform
of the DDC. Limitations: (i) The mechanism by which hypertonic stress
modulates the expression of the neuronal isoform of DDC in PC12 and in
SH-SHS5Y cells has not been studied by us, (ii) NFAT5 may be involved in
the regulation of dopamine levels through another mechanism not con-
sidered in the present study and (iii) what we see in these two neural
cell lines may differ from actual mechanisms in the brain.

To sum up, we observed that the expression of the neuronal iso-
form of DDC is independent from NFAT5 regulation in two dopaminer-
gic neural cell lines (PC12 and SH-SY5Y) upon hypertonic stress.
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