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Resumen

La distrofia muscular de cinturas tipo D2 (Limb-girdle muscular dystrophy type D2, LGMDD?2)
es una enfermedad genética ultra rara para la cual no existe tratamiento. Las principales caracteristicas
clinicas de la LGMDD2 son la debilidad y degeneracién muscular progresiva que afecta a las cinturas
pélvica y escapular de forma predominante. En 2013 se identificd la LGMDD2 como una miopatia
autosdmica dominante causada por una mutacién en el gen de la transportina 3 (TNPO3), dando como
resultado una proteina mutante con una extension de 15 aminodcidos adicionales: TNPO3mut. TNPO3
es una B-importina responsable de la importacién nuclear de proteinas ricas en serina/arginina
(proteinas SR), involucradas principalmente en el splicing y metabolismo del RNA. Ademds, TNPO3 es
una proteina esencial para la infeccién por el virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1. Al inicio de
este trabajo apenas habia informacion sobre la LGMDDZ2 y se desconocia el papel de TNPO3mut en el
musculo esquelético de los pacientes. Esto se debia, en gran parte, a la inexistencia de modelos
experimentales que permitieran profundizar sobre la enfermedad y los mecanismos involucrados en
la degeneracién muscular. Por ello, nos planteamos desarrollar modelos de LGMDD2 con los que
identificar qué desencadena los sintomas de esta miopatia y sobre los que poder testar posibles
terapias efectivas.

En este trabajo hemos desarrollado dos modelos experimentales de LGMDDZ2, en mosca y
mioblastos inmortalizados, este ultimo en colaboracidn con el grupo de Patologia Neuromuscular y
Ataxias del Instituto de Investigacién Sanitaria La Fe, dirigido por el Dr. Vilchez. El estudio de ambos
modelos ha demostrado que la mutacién causante de LGMDD2 provoca un aumento de los niveles de
TNPO3, degeneracion muscular y capacidad locomotora reducida en la mosca y afecta a la
diferenciacion de los mioblastos derivados de paciente. Ademas, este trabajo aporta evidencias de que
hay un exceso de activacion de las vias catabdlicas que desregulan la homeostasis muscular y de que
hay una alteracion del splicing alternativo y constitutivo en LGMDD2 que podria estar contribuyendo
a la degeneracién del musculo. Por otro lado, los modelos han sido utilizados para testar farmacos a
gran escalay poder seleccionar 6 compuestos para su reposicionamiento contra la LGMDDZ2. Asimismo,
se proporciona una prueba de concepto del potencial de la edicion de TNPO3 mediada por CRISPR-
Cas9 como enfoque terapéutico contrala LGMDD2. A su vez, la edicidn génica de la mutacion de TNPO3
ha servido para identificar alteraciones claves a nivel del transcriptoma en LGMDD2 que también
podrian estar contribuyendo a la patologia. Con todo, la presente tesis aporta informacién sobre los
mecanismos moleculares involucrados en la LGMDD2 que servird para entender mejor como se
desencadena la degeneracion muscular en los pacientes y permite avanzar en la busqueda de terapias

validas contra esta distrofia.
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Abreviaciones

ActD: Actinomicina D

AME: Atrofia muscular espinal

AMPK: AMP-activated protein kinase

ATG: Autophagy-related genes, genes relacionados con autofagia

BSA:  Bovine serum albumin, albimina de suero bovino

Cdk-4: Cyclin dependent kinase 4

CK: Creatine kinase, creatina quinasa

CNT: Control

CPSF6: Cleavage and polyadenylation specificity factor 6, factor de especificidad de corte vy
poliadenilacion 6

caQ: Cloroquina

CRISPR: Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat

DAPI:  4’,6-diamidino-2-phenylindole

DM1: Distrofia miotdnica tipo 1

DMD: Distrofia muscular de Duchenne

DMSO: Dimetilsulféxido

DRG: Disease-Related Genes, genes relacionados con la enfermedad

DSB:  Double-stranded break, corte de doble cadena

ELA:  Esclerosis lateral amiotréfica

FC: Fold Change

FDR:  False Discovery Rate

FSHD: Facioscapulohumeral muscular dystrophy, distrofia muscular facioescapulohumeral
GEO: Gene expression omnibus

GO: Gene ontology

HA: Hemaglutinina

HDR: Homology-directed repair, reparacion dirigida por homologia

hTERT: Human telomerase reverse transcriptase

IFM:  Indirect flight muscles, musculos indirectos del vuelo

IGF-1: Insulin-like growth factor 1, factor de crecimiento similar a la insulina 1

LGMD: Limb-girdle muscular dystrophy, distrofia muscular de cinturas

LGMDIF: Limb-girdle muscular dystrophy type 1F, distrofia muscular de cinturas tipo 1F
LGMDD2: Limb-girdle muscular dystrophy type D2, distrofia muscular de cinturas tipo D2
MHC: Myosin heavy chain, miosinas de cadena pesada

MRI:  Magnetic resonance imaging, imagen por resonancia magnética

MSTN: Miostatina
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Abreviaciones

MTS:  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium
MUuRF1: Muscle RING-finger protein 1

NGS: Normal goat serum, suero normal de cabra

ON: Overnight, toda la noche

ORA: Over-representation analysis, analisis de sobrerrepresentacién

PFA:  Paraformaldehido

PI3K:  Phosphoinositide 3-kinase

PKM:  Pyruvate kinase M

Proteinas SR: Proteinas ricas en serina/arginina

gRT-PCR: Quantitative reverse transcription polymerase chain reaction

RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism

RNA-seq: RNA sequencing

RSF1: Repressor splicing factor 1

SgRNA: Single guide RNA, RNA guia monocatenario

SMN:  Survival of motor neuron

SRSF:  Serine and arginine rich splicing factor, factores de splicing ricos en serina y arginina
ssODN: Single-stranded donor oligonucleotide, oligonucleétido donante monocatenario
STR:  Short tandem repeats

SWATH-MS:  Sequential window acquisition of all theoretical fragment ion mass spectra
TALEN: Transcription activator-like effector nucleases

TGFB: Transforming growth factor 8

TNPO3:Transportina 3

TNPO3mut: TNPO3 mutante

TNPO3wt: TNPO3 wild type

TPM: Transcritos por millén

UAS: Upstream activation sequence

Ub: Ubiquitinacidn

UPS:  Ubiquitin—proteasome system, sistema ubiquitina-proteasoma

VIH-1: Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

ZFN:  Zinc-finger nucleases
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Introduccion

1. La Distrofia Muscular de Cinturas tipo D2

1.1. Aspectos clinicos e histopatolégicos

La distrofia muscular de cinturas (Limb-girdle muscular dystrophy, LGMD) es un grupo de
trastornos genéticos de herencia autosdmica, caracterizado por debilidad muscular progresiva y
predominantemente proximal que afecta a las cinturas pélvica y escapular, con signos histolégicos de

L2 Este grupo heterogéneo de enfermedades también

degeneracién y regeneracién muscular
presenta niveles de creatina quinasa (creatine kinase, CK) altos, signos distréficos en biopsias
musculares, cambios degenerativos e infiltracién fibro-grasa en imagenes por resonancia magnética
(magnetic resonance imaging, MRI) y, ademds, puede afectar a miocardio y sistema respiratorio 3.
Los avances en las técnicas de secuenciacion del genoma han llevado a la identificacion de 30 subtipos
genéticos de LGMD que se clasifican en dos subgrupos principales, seglin sea el modo de herencia:
autosdmicas dominantes y autosdmicas recesivas, abreviadas anteriormente como LGMD1 y LGMD2

y actualmente como LGMDD y LGMDR, de forma respectiva °. Entre todas las formas la prevalencia

estimada de las LGMD es de 1-9:100.000 7.

En 2001 se identificd una familia espafola que padecia una distrofia muscular autosémica
dominante y que, tras genotipar marcadores conocidos de otras LGMD, se determiné como un subtipo
diferente llamado LGMD tipo 1F (LGMDIF) 8. Posteriormente, se profundizé en el estudio genético de
la familia espafiola identificada y se descubrié que el locus afectado se encontraba en la region
cromosémica 7932.1-32.2 °. Actualmente, este subtipo de distrofia se ha renombrado como LGMD
tipo D2 (LGMDD2, OMIM #608423), la cual afecta a menos de 100 personas en todo el mundo y para
la que no existe tratamiento efectivo %!, Clinicamente (Fig. 1), se caracteriza porque los pacientes
presentan debilidad y atrofia muscular progresiva de los musculos de la cintura pélvica y escapular,
afectando también a los musculos distales de forma frecuente. Otra caracteristica de este trastorno es
su amplio rango en la edad de inicio (congénito-adulto, 1-58 afios), gravedad (leve-grave) y progresidon
(lenta-rapida). También se han visto en algunos casos sintomas como ptosis leve, episodios de vértigo,
ataxiasy disartias, y afectacién de los musculos respiratorios. Las MRI de varios casos clinicos muestran
deformidades esqueléticas como escoliosis, hiperlordosis, escapula alada y aracnodactilia, asi como
contracturas generalizadas en talones, rodillas y codos. Ademas, en algunos pacientes de LGMDD?2, |a
electromiografia muestra cambios miopaticos y algunos casos mostraron caracteristicas neurogénicas
motoras claras, aunque en otros pacientes no se observaron anomalias en la transmisién
neuromuscular. También se ha mostrado que un 40% de los casos tenia niveles elevados de CK, aunque

no existe correlacion entre los niveles de CK y la gravedad clinica de la LGMDD2 32, Afadir que,
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Introduccion

recientemente, en la sangre periférica de algunos pacientes LGMDD2 se ha identificado una activacidn
de la respuesta inflamatoria a través de tres mecanismos interconectados: primero, una regulacién
alterada de la via de seiializacidn de la citoquina IL-17 en el centro de la respuesta proinflamatoria,
gue a su vez desencadena el segundo y tercer mecanismo, la via de sefializacién de la citoquina TNFa
y la actividad de metalopeptidasa 3'*. Ademas, se ha visto una activacién de la via de sefializacién de
los receptores TLR, que a su vez activan NF-kB, factores reguladores de IFN o MAP quinasas para regula
la expresidn de citoquinas, quimiocinas e IFN tipo | 3>, Todo esto sugiere un estado proinflamatorio

que podria estar afectando a la funcién muscular de estos pacientes 3.

A nivel histopatolégico (Fig. 1), las biopsias musculares de LGMDD2 muestran una mayor
variabilidad del tamafio y forma de las fibras, un aumento del tejido conectivo endomisial y perimisial,
fibras degeneradas dispersas y prevalencia de fibras tipo 1, red intermiofibrilar anormal con bandas Z
anormales, y fibras musculares con vacuolas bordeadas, nucleos agrandados con palidez central y
nucleos centrales ocasionales ®2, Ademads, las biopsias muestran acumulacién de proteinas
citoesqueléticas (desmina) y miofibrilares (miotilina) en el citoplasma de las fibras musculares con
desorden prominente !¢, Destacar también el aumento de agregados de la proteina autofagica p62
observados en algunas fibras atrdficas, asi como vacuolas autofdgicas y acumulaciones anormales de
mitocondrias con inclusiones paracristalinas 2%, Por Ultimo, afiadir que se ha visto una acumulacién
de TNPO3 en el area subsarcolemal y perinuclear, asi como anomalias nucleares en las biopsias de

pacientes LGMDD2 %1718,
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Figura 1. Aspectos clinicos e histopatoldgicos de la LGMDD2. Principales afectaciones clinicas de la LGMDD2. En
negro se marcan las caracteristicas comunes, vistas en todos los pacientes, y en gris las identificadas en algunos
casos. Imagen hecha en Biorender.com.

1.2. Mecanismos de patogénesis

Gracias a la secuenciacion del genoma completo de la familia espafiola se sabe que la causa
genética de la LGMDD2 es una mutacion en heterocigosis en el gen TNPO3 que codifica para la
transportina 3 (TNPO3). La TNPO3 es una B-importina dependiente de Ran-GTP, principalmente
responsable de la importacién nuclear de proteinas ricas en serina/arginina (proteinas SR) °. De entre
los diferentes transcritos del gen de la TNPO3, la mutacién causante de la LGMDD2 es una delecién en
el transcrito ENST00000265388.10 que codifica para una proteina de 923 aminodcidos 2.
Concretamente, se trata de una delecidn del nucleétido de adenina en el coddn de parada, c.2771delA,
situado en el exdn 22, que provoca una extension C-terminal de 15 aminoacidos: CSHSCTVPVTQECLF
1221 Es importante destacar que recientemente se ha identificado dos familias con LGMDD2, hungara
y sueca, y un caso esporadico que presentan diferentes mutaciones de cambio de marco de lectura en
TNPO3: c.2767delC, c.2757delC y c.2766delT, respectivamente. No obstante, las consecuencias de

estas nuevas mutaciones a nivel de secuencia proteica son casi las mismas que la mutacién
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inicialmente descrita, ya que provocan una extensién similar en el dominio C-terminal de TNPO3 con
14 aminoacidos idénticos. Ademas, los pacientes presentan una sintomatologia similar a la de la familia
espafiola, por lo que se ha propuesto que desempefiaran el mismo papel patogénico que c.2771delA
10182122 pdicionalmente, se ha identificado un caso esporadico de LGMDD2 con una transicion de G>A
en el exén 20 de TNPO3 en heterocigosis (c.2453G>A), que cambia la arginina 818 en una glutamina y

cuyo efecto se desconoce todavia 22 (Fig. 2).

1 923
A N-TERM—] RBD | NPC _—C-TERM
1 923
B N-TERM —1 RBD | NPC C-TERM
TRLFR*

Peptide sequence
TNPO3 wild type QVTSAEECKQ VCWALRDFTR LFR
c.2771delA QVTSAEECKQ VCWALRDFTR LFRCSHSCTV PVTQECLF
c.2766delT QVTSAEECKQ VCWALRDFTR LFDSSHSCTV PVTQECLF
c.2767delC QVTSAEECKQ VCWALRDFTR LFDSSHSCTV PVTQECLF
c.2757delC QVTSAEECKQ VCWALRDFTG CFDSSHSCTV PVTQECLF

Figura 2. Mutaciones descritas en TNPO3 que causan LGMDD2. Imagen adaptada de Costa et al 2022 . (A)
Representacion grafica de TNPO3 de tipo normal que muestra el dominio de unién a Ran-GTP N-terminal (RBD),
el dominio de unién al complejo de poro nuclear (NPC) y un dominio de unién a las proteinas cargo (CBD) C-
terminal. Secuencia peptidica de TNPO3 normal y de las diferentes TNPO3mut descritas en LGMDD2 182122 | 3
secuencia de tipo normal se indica en negro; la secuencia morada sefiala los 14 aminodacidos comunes en todas
las mutaciones y el verde marca los nuevos aminoacidos como consecuencia de las mutaciones del marco de
lectura.

La TNPO3 se expresa en el musculo esquelético y en otros muchos tejidos como testiculos,
sistema respiratorio, aparato urinario o tracto gastrointestinal. A nivel subcelular, la TNPO3 se localiza
en la envoltura nuclear y en lamelas anulares, que consisten en membranas de reticulo endoplasmico
con una alta densidad de poros nucleares 324, A nivel estructural, el extremo N-terminal de TNPO3 se
une a Ran-GTP, la region central de la transportina tiene el sitio de unidn al poro nuclear, mientras que
el C-terminal es el dominio de unidn a las proteinas cargo (Fig. 2). Se ha visto que TNPO3 estd altamente
estructurada, existiendo en un equilibrio mondmero-dimero y que, a altas concentraciones, se
dimeriza para llevar a cabo sus funciones de importacidn nuclear . A nivel funcional, la TNPO3
interviene principalmente en el transporte nuclear de las proteinas SR. Las proteinas SR son factores
reguladores el corte y empalme (splicing) alternativo y el metabolismo del pre-mRNA. TNPO3 reconoce
a factores de splicing ricos en SR (serine and arginine rich splicing factor, SRSF) como SRSF1 y SRSF2,

mediante el reconocimiento de dominios SR fosforilados, aunque también reconoce al factor de

especificidad de corte y poliadenilacidon 6 (cleavage and polyadenylation specificity factor 6, CPSF6)
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independientemente de la fosforilacidn %728, También se ha visto que TNPO3 media la importacién
nuclear de la proteina de unién al RNA RBM4, de los factores de elongacién de la RNA polimerasa |l
NELFE y PAF1 y de helicasas de RNA de la familia DDX y DHX, entre otros 2>30, Ademads, TNPO3 es un
factor clave en el proceso de infeccién de células humanas por el virus de la inmunodeficiencia humana
tipo 1 (VIH-1), ya que participa en la importacidon nuclear del complejo de preintegracidn viral e
interacciona con la integrasa viral 3133, De hecho, la mutacién TNPO3 c.2771delA interfiere
significativamente con este proceso, protegiendo a los pacientes con LGMDD2 contra la infeccidn por
VIH-1 34 Recientemente también se ha identificado que TNPO3 media la entrada al nucleo de la
poliproteina retroviral Gag del virus del Sarcoma de Rous y es clave en la entrada al nucleo de la
ribonucleoproteina del virus de Influenza A y en la replicacién de dicho virus 33, Por otro lado, se ha
visto que la TNPO3 se puede asociar al factor regulador del interferén 5, IRF5, critico en la respuesta
inmune frente a infeccidn, y que variaciones en esta interaccién pueden relacionarse con el lupus

eritematoso sistémico ¥’.

Se desconoce cdmo afecta la mutacién de TNPO3 a su funcion en pacientes de LGMDDZ2 y por
gué causa la variabilidad descrita a nivel clinico e histopatoldgico. Es importante destacar que las
familias con LGMDD2 expresan la TNPO3 mutante (TNPO3mut) en heterocigosis, coexpresandose con
la TNPO3 de tipo normal o wild-type (TNPO3wt) 122134 La naturaleza dominante de la mutacidn en
TNPO3 podria deberse a uno de los siguientes fendmenos 38: pérdida de funcién de TNPO3mut y que
la presencia de TNPO3wt sea insuficiente para compensarla (haploinsuficiencia); que TNPO3mut ejerza
un efecto negativo sobre la TNPO3wt, provocando una pérdida de funcién de las dos formas de TNPO3
(dominancia negativa); y también podria ser que TNPO3mut tuviera una funcién nueva que produjera

un efecto téxico para las células (ganancia de funcién).

2. El musculo esquelético

El musculo esquelético es un tipo de musculo estriado, constituido por fasciculos musculares
formados, a su vez, por un conjunto de fibras musculares. Las fibras musculares son células alargadas
multinucleadas, que sitlan sus nucleos en la periferia. Cada fibra muscular estd rodeada por una
[dmina basal que alberga una membrana plasmastica Ilamada sarcolema. Dentro de cada fibra se
encuentra el citoplasma o sarcoplasma, compuesto por un citoesqueleto altamente organizado que
contiene miofibrillas. Las miofibrillas estan formadas por filamentos de actina y miosina responsables

de la contraccidn (Fig. 3A) 3949,
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El musculo esquelético adulto tiene una destacable capacidad de crecimiento y regeneracién gracias a
las células satélites musculares. Durante la miogénesis del musculo esquelético adulto estas células
madre se activan y proliferan, dando lugar a una poblacion amplificadora transitoria de células
conocida como mioblastos. Estos precursores miogénicos expresan Pax7, Myf5 y MyoD y desmina para
diferenciarse en miocitos que, una vez salen del ciclo celular, se fusionaran expresando MyoG para
formar miotubos. Finalmente, los miotubos expresan diferentes miosinas de cadena pesada (Myosin
heavy chain, MHC) para terminar la diferenciacién y madurar a nuevas miofibras (Fig. 3B) %%, Es
importante destacar que seis tipos de LGMDR (R1-R6) tienen una alteracidon en su capacidad de
regeneracién del musculo, bien por presentar poca cantidad de células satélites o porque estas células
tienen afectada su funcién de proliferacion y/o diferenciacion *°. No obstante, debido a la poca
informacién disponible sobre la LGMDD2, se desconoce si hay una alteracidn a este nivel que pudiera

estar afectando al musculo de los pacientes.

A) Structure of skeletal muscle

Muscle fiber
Satellite cell

Muscle

B) Adult myogenesis
Quiescent Activated Myogenic progenitor Myocyte

satellite cl satellite cell (myoblast : :
,| &

Protein levels
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Figura 3. Estructura y miogénesis del musculo esquelético adulto. Imagenes adaptadas de Morgan and Partridge
2020 de la estructura del musculo esquelético adulto (A) y su miogénesis (B) °. El musculo esquelético esta
formado por fibras musculares que son células polinucleadas especializadas en la contraccién del musculo,
gracias a los filamentos de actina y miosina que contienen. El crecimiento y regeneracion de estas fibras ocurre
cuando se expresan reguladores miogénicos clave, que activan a las células satélite para fusionarse y formar

miotubos y fibras musculares.

El musculo esquelético es un tejido altamente pldstico y complejo, con una gran capacidad de
adaptacion para mantener su propia homeostasis. El término homeostasis hace referencia al proceso
dindmico por el cual un organismo, érgano, tejido y/o célula se autorregula para mantener en
equilibrio su medio interno. La homeostasis se consigue mientras haya un equilibrio entre las vias
anabdlicas, encargadas de sintetizar proteinas, y las vias catabdlicas, encargadas de degradar proteinas
42_

Dentro de las vias catabdlicas, el sistema ubiquitina-proteasoma (ubiquitin—proteasome system, UPS)
y la autofagia son los principales procesos que media la degradacion de los componentes celulares, y
la produccion de energia para mantener la homeostasis intracelular. Brevemente, en el proceso de
degradacion por el sistema UPS, las ubiquitin-ligasas (E1-E3) producen ubiquitinaciones (Ub) sucesivas
de las proteinas cargo a degradar. Primero, la enzima E1 se une a la ubiquitina después de la escision
de ATP. Luego, la ubiquitina se transfiere de E1 a E2, y E3 se une a E2 y al sustrato proteico, induciendo
la transferencia de ubiquitina desde E2 a |la proteina a degradar. Una vez que la proteina cargo quedan
marcadas con una cadena de Ub, es reconocida y degradada por el proteasoma 26S, formado por las
subunidades 19Sy 20S (Fig. 4).

La autofagia estd compuesta por varias etapas: iniciacion, nucleacién, elongaciéon, maduracién, fusién
y degradacidn. Este proceso comienza con la formacién de vesiculas conocidas como autofagosomas,
formadas a partir del reticulo endoplasmatico. La autofagia se desencadena por la activacién de un
complejo regulador que contiene las proteinas Vps34, Beclin 1, Vps15, entre otras, el cual induce el
reclutamiento de LC3 en el autofagosoma naciente. A su vez, en la formacion de este tipo de vesiculas
estan implicadas gran cantidad de proteinas de la familia de los ATG (Autophagy-related genes). Los
autofagosomas maduros, que expresan a su vez las proteinas autofagicas LC3Il y P62, se fusionan con
los lisosomas para dar lugar a los autofagolisosomas donde se lleva a cabo la degradacion del cargo

por parte de los enzimas lisosomales (Fig. 4) 43,
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Ubiquitin—proteasome system
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Figura 4. Principales procesos catabolicos que contribuyen a la homeostasis muscular. Imagen adaptada de
Tesis de Maria Sabater Arcis, 2022 %, hecha en Biorender.com. Representacién esquematica de la degradacion
proteica mediante los principales procesos de degradacion proteica descritos: el sistema ubiquitina-proteasoma

y la autofagia.

En cuanto a las vias anabdlicas, la sefializacién de la insulina y el factor de crecimiento similar
a la insulina 1 (insulin-like growth factor 1, IGF-1) promueven la sintesis proteica y formacién de
musculo nuevo. De forma resumida, la activacion del receptor IGF-1, IGF-1R, conduce a la
fosfoactivacion de la PI3K (phosphoinositide 3-kinase) y la subsiguiente activacion de la quinasa Akt.

Cuando Akt estd activa actua directamente sobre multiples dianas, activando los procesos
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dependientes de la quinasa mTOR para promover la supervivencia celular, el metabolismo de la
glucosa y los procesos de crecimiento anabdlico. Simultaneamente, la activacién de Akt mantiene al
factor de transcripcién FoxO fosforilado, de modo que se impide su traslocaciéon al nucleo inhibiendo

tanto la autofagia como los procesos catabdlicos (Fig. 5) *.

. i Key
¥ TWEAK TNFa Myostatin
p-adrenergic IGF-1 ‘ y Transcription factors
Glucocorticoids ’ﬂ'- e : Cytokines and hormones
Plasma AUy U C
menbeane > Gay, ol g — Activation
Cytosol l Fox I Inhibition
@ a4
NFxB
AMPK M i *
yogenin _JunB
[
I 2 . JunB X
e PGCIC §-....

MuRF1 o

ZNF216 T

Atrogin-1
REDD1 % Bni Smad2
mTORC2 mTORC1 3 ng Smad3 Sarcoplasmic
/ $ reticulum
S6K1 4EBP1  pq Nudeus _.ATF“,\/
AMP O el
\ i £ (o
ADP Protein Protein -
ATP A‘B P synthesis degradation

Sarcomeric proteins

Homeostatic MUSCULAR
imbalance ATROPHY

Figura 5. Representacion esquematica de las principales vias que controlan la homeostasis muscular. Imagen
adaptada de Bonaldo & Sandri, 2013 #*. Se representan las principales vias de sefializacién implicadas en la
sintesis y degradacion de proteinas, las cuales estan reguladas por varios estimulos diferentes y activan multiples
vias de sefializacion que pueden interactuar entre si. Las lineas punteadas representan vias cuyos mecanismos
moleculares y su funcidn en el muisculo esquelético adulto atiin no se han definido por completo.

En condiciones patoldgicas, hay una ruptura de la homeostasis bien por una disminucién de la
capacidad de sintesis proteica y/o por un exceso de degradacidn proteica en el musculo, que acaba
desencadenando la atrofia muscular. Entre las multiples vias alteradas en estas condiciones, se
produce una falta de sefializacion de IGF1, que conduce a una disminucion de la activacién de AKT vy,
por consiguiente, de mTOR. A su vez, la falta de fosforilacion de FoxO permite su translocacidon al
nucleo y la consecuente activacién de la transcripcion de diferentes atrogenes, como: ATGs, que

participan en la autofagia, y las ubiquitin-ligasas E3 MuRF1 (muscle RING-finger protein 1) y Atrogina-
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1, que favorecen la actividad del UPS. También puede haber una falta de energia (aumento de
AMP/ATP) que active a la AMPK (AMP-activated protein kinase), favoreciendo asi a la activacion de la
autofagia y a la inhibicion de mTOR. Por otro lado, un estado pro-inflamatorio, en respuesta a la
citoquina TNFa se activa el complejo kB quinasa (IKK), que fosforila al inhibidor de NFkf. Esto conduce
a la translocacién nuclear de NFkB y la activacidon de la transcripcion de genes implicados en la
degradacion proteica. Por ultimo, afiadir que las sefales de estrés también conllevan un aumento de
miostatina (MSTN), un miembro de la familia TGF8 (Transforming growth factor 8) que regula
negativamente el crecimiento muscular. Este aumento de MSTN provoca la activacion de la via de
sefializacion de Smad2/3. Esta sefalizacidn activa una cascada de Smads que finalmente se translocan
al nucleo actuando de co-factores de FoxO, lo cual contribuye a activar las vias catabdlicas, junto con

la represién que ejercen las Smads sobre la via Akt/mTOR #? (Fig. 5).

En biopsias de pacientes de LGMDD2 se ha visto una acumulacion de proteinas autofagicas,
que apunta a una sobreactivacion de esta ruta #%’. La autofagia puede hiperactivarse en respuesta al
estrés metabdlico y/o en respuesta a una lesidn del tejido que puede estar asociada, a su vez, con la
inflamacién *. De hecho, en varios estudios han demostrado que la sobreactivacién de la autofagia
altera la homeostasis de proteinas en el musculo, y el catabolismo excesivo termina degradando el

424347 Sin embargo, se necesitan mas estudios que avalen esta

musculo y generando atrofia
hiperactivacion de la autofagia en LGMDDZ2 y que demuestren si dicha desregulacién es la causa o

consecuencia de la atrofia muscular en los pacientes.

3. Modelos experimentales de enfermedades neuromusculares

Los modelos de experimentacidon sirven para estudiar las causas y consecuencias de las
patologias humanas, y son claves para testar nuevas estrategias terapéuticas. En LGMDD2, la falta de
modelos con los que trabajar ha sido un freno para el avance en la investigacion de esta enfermedad.
A continuacién, debido a la repercusion que han tenido en la presente tesis, se destacan dos tipos de
modelos de experimentaciéon concretos: el modelo en Drosophila melanogaster y el modelo de
mioblastos inmortalizados. El modelo in vivo de Drosophila permite estudiar la distrofia en condiciones
fisioldgicas, mientras que el modelo in vitro de mioblastos permite profundizar sobre los efectos de la
mutacion en el contexto de célula humana ya que proceden de un paciente. El estudio de estos dos
modelos ha sido fundamental para la comprensidn de los mecanismos fisiopatoldgicos que, en ultima
instancia, conducen a la degeneracidon muscular en LGMDD2. Ademas, ambos modelos han servido

para probar diferentes estrategias terapéuticas que, por un lado, podrian aportar informacion
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relevante sobre la patologia y que, por otro lado, podrian llegar a ser propuestas de tratamiento contra

esta distrofia.

3.1. Modelo in vivo: Drosophila melanogaster

Drosophila melanogaster es uno de los organismos mas utilizados como modelo biomédico de
enfermedades musculares humanas. Esto se debe a que Drosophila, a pesar de ser un insecto, conserva
propiedades bioldgicas, fisiolégicas y neurolégicas bdsicas de los mamiferos y, especialmente,
conserva el sistema musculo esquelético y los procesos de desarrollo muscular béasicos *. Los musculos
indirectos del vuelo (indirect flight muscles, IFM) son musculos fibrilares en Drosophila ** comparables
en estructura a los musculos esqueléticos de vertebrados, ya que contienen cientos de nlcleos y tienen
una organizacion similar °>°1, A su vez, la investigacion sobre los IFM de Drosophila ha identificado
roles para muchos genes, que tienen equivalentes en el desarrollo y la funcién de los musculos de los
vertebrados, con alteraciones fenotipicas comparables entre especies 2. Por ejemplo, cuando se
sobreexpresa el inhibidor del ciclo celular humano p21 en mioblastos de Drosophila, estas células no
proliferan ni se fusionan para formar los /IFM, sugiriendo un papel comun para los genes del ciclo celular
durante el desarrollo muscular >3. También se ha visto que la expresidn persistente de factores de

diferenciacion como Twist y Notch conduce a la degeneracidn apoptética de los IFM de la mosca >?.

Otra ventaja que presenta D. melanogaster es que se estima que casi un 75% de los genes
causantes de patologias humanas tienen homélogos funcionales en mosca, convirtiendo a la mosca en
un buen modelo de enfermedades genéticas humanas “8. Concretamente, el gen TNPO3 que codifica
para la transportina humana tiene su ortélogo en Drosophila llamado Thpo-SR, el cual también codifica
una B-importina encargada del transporte de proteinas SR al nticleo celular de la mosca **. De hecho,
se ha visto que Tnpo-SR también interacciona de forma especifica con un antagonista de las proteinas
SR: el RSF1 (repressor splicing factor 1). El dominio RS de las proteinas SR y el dominio GRS de RSF1 son
necesarios para la interaccidn directa con Tnpo-SR, que puede ser modulada por fosforilacion. Ademas,
Tnpo-SR se localiza en el citosol y nucleo celular, al igual que ocurre en humanos. Con todo, Tnpo-SR
es considerada homologa funcional de la TNPO3 humana °°. Es importante mencionar que Drosophila
también podria ser un buen modelo experimental de LGMDD2 debido a que Unicamente expresa dos
genes de transportina, en comparacién con los tres genes presentes en humanos. Esto permite que se
detecten fenotipos con mayor facilidad ya que, al alterar la funcidn génica de una de las isoformas, hay

menos probabilidad de que otras suplan su funcién por redundancia genética.

Actualmente existe un gran nimero de herramientas genéticas desarrolladas en Drosophila,

como es el sistema Gal4/UAS. Brevemente, este sistema permite dirigir la expresidon de un transgén de
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interés a un tejido o tiempo determinado °°. En conjunto, Drosophila se considera como un buen
modelo experimental para la investigacidon biomédica de enfermedades musculares y genéticas vy, en
particular, podria ser un modelo in vivo vdlido para investigar la LGMDDZ2. De hecho, a dia de hoy

5759 asi como

existen varios modelos de la distrofia miotdnica tipo 1 (DM1) generados en Drosophila
modelos de diferentes LGMD %95, entre otros, que han permitido avanzar en el conocimiento de estas

patologias humanas.

3.2. Modelos in vitro: mioblastos inmortalizados derivados de paciente

Las lineas celulares inmortalizadas derivadas de pacientes son otro de los principales modelos
experimentales en investigacion biomédica. A diferencia de los cultivos primarios, los cultivos
inmortalizados muestran un nimero potencialmente ilimitado de divisiones, mientras mantienen la
mayoria de las caracteristicas especificas de tejido y de la enfermedad %2. El ejemplo de células
inmortalizadas mas comunmente utilizado en investigacién son las células Hela, provenientes de una
muestra de cdncer cérvico-uterino %. De hecho, la resistencia a la infeccidn por VIH-1 de los pacientes
LGMDD?2 se demostro gracias a la transduccidon de células Hela con un lentivirus que contenia el cDNA
de TNPO3mut 3. Sin embargo, dicho modelo no sirve para entender qué consecuencias tiene la
expresion de TNPO3mut especificamente en el musculo de los pacientes, siendo éste el principal tejido

afectado en esta patologia.

En este sentido, los mioblastos inmortalizados derivados de paciente LGMDD2 podrian
constituir un modelo in vitro sobre el que investigar los mecanismos que conducen a la degeneracién
muscular en esta distrofia. Estos mioblastos tienen la principal ventaja de iniciar una diferenciacion
miogénica que da como resultado su fusién en miotubos provenientes del propio paciente sobre los
que realizar estudios moleculares 5%, De hecho, para el estudio de enfermedades musculares, como
la distrofia muscular de Duchenne (DMD) y la distrofia muscular facioescapulohumeral
(facioscapulohumeral muscular dystrophy, FSHD) ya se utilizan lineas de mioblastos inmortalizados
procedentes de paciente como modelo in vitro 7% Ademds, las lineas de mioblastos inmortalizados
de paciente permiten probar diferentes estrategias terapéuticas. Como ejemplos, en mioblastos
inmortalizados de las distrofias FSHD, DM1y DM2 ya se han probado distintas terapias génicas basadas
en RNA 628970 Con todo, los mioblastos inmortalizados LGMDD2 ofrecen nuevos paradigmas celulares

para estudios fisiopatoldgicos y estrategias terapéuticas.
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4. Estrategias terapéuticas en enfermedades neuromusculares

Todavia no existe ningln tratamiento eficaz contra las LGMD y las estrategias actuales se basan
en mantener la funcién de los musculos afectados y en mejorar la calidad de vida. De hecho, los
enfoques farmacoldgicos para mejorar las LGMD, incluidos los corticosteroides y hormona de

crecimiento, han sido escasos e inefectivos hasta el momento ”*

. Sin embargo, actualmente los
enfoques terapéuticos moleculares basados en terapia génica han demostrado ser prometedores, ya
gue pueden apuntar a mecanismos celulares o moleculares especificos de LGMD y podrian servir para

descubrir mecanismos involucrados en las patologias 7>72.

Puesto que la causa de la LGMDD2 es la TNPO3mut, el principal enfoque farmacolégico se
centraria en la reduccién de los niveles de TNPO3mut, bien con farmacos que inhiban su sintesis, o
bien con farmacos que activen su degradacién. De forma indirecta, también se podrian estudiar
farmacos que ayudaran a frenar la degeneracién muscular y/o a regenerar el tejido muscular afectado.
Por otro lado, las estrategias terapéuticas basadas en edicidn génica se centrarian en corregir, de forma
especifica, la mutacién c.2771delA de TNPO3 que causa la distrofia. Dada la relevancia que tienen en
la presente tesis, a continuacion, se destacan dos tipos de estrategias terapéuticas concretas: el

reposicionamiento de farmacos, y el editado mediante CRISPR-Cas9, como terapia génica.

4.1. Terapia génica: sistema CRISPR-Cas9

La terapia génica representa una de las principales estrategias terapéuticas en los trastornos
neuromusculares heredados genéticamente, ya que tiene como objetivo corregir mutaciones génicas
74 En los dltimos afios se han desarrollado diferentes tecnologias de edicién génica, basadas en el uso
de nucleasas disefiadas contra loci especificos. Las ZFN (zinc-fingers nucleases) y TALEN (transcription
activator-like effectors nucleases) son las principales técnicas de ediciéon génica utilizadas 7>78. Sin
embargo, debido a la complejidad de disefio de los dominios de unidn al DNA y a problemas de
validacién y de sintesis, la utilizacion de estas nucleasas resulta muy compleja y su eficiencia es baja.
Actualmente, CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat) y su proteina
asociada Cas-9, son el método mas efectivo, eficiente y preciso de herramienta de edicién del genoma
utilizado en investigacidn ”7. Aunque el sistema CRISPR-Cas9 se describié inicialmente como un sistema
natural de inmunidad bacteriana adaptativa 727, este sistema se ha adaptado para dirigirse a
secuencias concretas de DNAy editar genes en células humanas con gran éxito. Brevemente, el sistema
CRISPR-Cas9 consiste en introducir en la célula a editar un RNA guia monocatenario (single guide RNA,
sgRNA), disefiado para reconocer de forma especifica la secuencia diana del gen de interés, y una

endonucleasa Cas9, encargada de cortar dicha secuencia. El sistema CRISPR-Cas9 ofrece nuevas
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oportunidades para la correccion de mutaciones en modelos de enfermedades monogénicas,

constituyendo un enfoque terapéutico prometedor para el tratamiento tanto “in vivo” como “ex vivo”

77,80

Durante los ultimos diez afios se han publicado numerosos estudios de terapia génica basada
en CRISPR-Cas9 en enfermedades neuromusculares. El sistema CRISPR-Cas9 se ha utilizado para
corregir mutaciones asociadas a la esclerosis lateral amiotrdfica (ELA) en modelos animales y células
madre pluripotentes inducidas derivadas de pacientes. Esto ha servido para verificar la implicacion de
las mutaciones en la ELA y estudiar los efectos de su correccién. Ademds, CRISPR también se ha
utilizado para crear mutaciones para investigar la fisiopatologia de la ELA 8. Por otro lado, mediante
el editado con CRISPR-Cas9 de las mutaciones de DMD, la expresién de distrofina se restaura de
manera eficiente en células humanas y modelos de ratdn de DMD 2. En células madre pluripotentes
inducidas derivadas de pacientes con LGMD tipo R2 y R3, la edicion mediada por CRISPR-Cas9 restaura
notablemente la expresién de la proteina disferlina y alfa-sarcoglicano, respectivamente, asi como su

localizacion subcelular &3

. Por dltimo, destacar que actualmente existen 79 ensayos clinicos en
humanos donde se utiliza en CRISPR-Cas9 para tratar distintos tipos de cdnceres, infecciones viricas y
enfermedades genéticas como la B-talasemia y anemia falciforme . De hecho, la FDA ya ha aprobado
diferentes terapias basadas en CRISPR-Cas9 para tratar la enfermedad de células falciformes y de
neoplasias malignas 8. Por Ultimo afiadir que en la Tercera Cumbre Internacional sobre Edicién del
Genoma Humano, celebrada recientemente, se ha hecho publico el primer caso de un paciente con
anemia falciforme que se ha curado gracias al editado genético de sus células con CRISPR-Cas9 &. Con

todo, la edicién génica mediante CRISPR-Cas9 de la mutacion c.2771delA del gen TNPO3 podria ser una

estrategia terapéutica valida contra la LGMDD2.

4.2. Terapia farmacoldgica: reposicionamiento de farmacos

La terapia farmacoldgica tiene como objetivo prevenir y/o tratar enfermedades con farmacos
generados de novo o reposicionados. El descubrimiento y desarrollo de fdrmacos nuevos destinados a
enfermedades raras, conocidos como medicamentos huérfanos, es un proceso costoso, lento (entre
10 - 15 aios) y arriesgado. De hecho, sélo llegar a la fase | de los ensayos clinicos, supone unos 5 — 6
afios en los que hay que desarrollar un compuesto que tenga resultados prometedores en modelos in
vitro e in vivo, y entonces hacerle las primeras pruebas en humanos para comprobar su seguridad.
Menos de un 10% de esos compuestos que logran alcanzar la fase Il de ensayos clinicos llega a
convertirse en farmacos disponibles para médicos y pacientes 89 Un enfoque diferente en el
tratamiento de enfermedades raras es identificar nuevos usos de farmacos ya comercializados para

otras patologias. El reposicionamiento de farmacos tiene expectativas prometedoras en cuanto a
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eficacia, seguridad, coste y traslacién al entorno clinico. De hecho, los farmacos reposicionados
generalmente se aprueban antes (3 — 12 afios), a un coste de hasta 8 veces masreducido

aproximadamente, con menor riesgo y con tasas de aprobacion entorno al 30 — 75%. Esto se debe a

que los farmacos reposicionados ya se han estudiado en modelos preclinicos y en humanos, y se
conocen bien su perfil de seguridad y sus propiedades farmacocinéticas, al menos para la indicacién
para la que estdn autorizados °>°1, Ademas, a diferencia de los farmacos generados de novo, los
aspectos de formulacidn ya estan desarrollados, lo que explica por qué estan mas cerca de alcanzar la

autorizaciéon de comercializacion °2.

Existen varios ejemplos de farmacos reposicionados para
enfermedades raras, como es el caso del Canakinumab, un farmaco concebido para tratar la artritis
reumatoide y que posteriormente fue aprobado también como terapia para el sindrome de Muckle-
Wells 3. Otro ejemplo es el Sirolimus (Rapamicina), un farmaco usado para prevenir el rechazo de un
trasplante, que también puede emplearse para el tratamiento del sindrome linfoproliferativo

autoinmune y actualmente se encuentra en ensayos clinicos para tratar la B-talasemia %#%.

Una de las principales estrategias para reposicionar farmacos contra enfermedades raras se
basa en realizar rastreos de compuestos sobre modelos experimentales existentes. Esta estrategia
aprovecha los avances recientes y rdpidos en las tecnologias de deteccion, que permiten evaluar el
potencial terapéutico de quimiotecas de farmacos, ya existentes y con mecanismo de accién conocido,
frente a objetivos moleculares o fenotipos asociados a la enfermedad de interés %. Los rastreos para
el descubrimiento de farmacos realizados en modelos celulares no tienen en cuenta los factores
fisiolégicos y anatémicos de un ser vivo que afectan la capacidad de un farmaco para interactuar con
su diana y son incapaces de anticipar la dosis efectiva para tratar la nueva indicacion en estudio. Los
resultados obtenidos utilizando modelos preclinicos in vivo proporcionan una indicacién de los
posibles efectos farmacoldgicos en humanos . Drosophila permite realizar un rastreo de farmacos
contra enfermedades neurodegenerativas, debido a que posee un sistema nervioso central complejo
y una barrera hematoencefdlica conservada %%, Como ejemplo, gracias a un rastreo realizado en
modelos de Drosophila se ha identificado a Zaprinast, utilizado para la disfuncion eréctil, y al
antibidtico Moxifloxacina como farmacos candidatos para tratar el Parkinson y la Atrofia muscular
espinal (AME), respectivamente %%, De hecho, este Ultimo ya se ha probado en células derivadas de

pacientes y en un modelo murino, siendo los ensayos clinicos el siguiente paso %%,
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La distrofia muscular de cinturas tipo D2 es una enfermedad genética ultra rara, con un patrén
de herencia autosémico dominante, para la cual no existe tratamiento. Se trata de una distrofia
muscular degenerativa, de la que apenas hay informacidn. Esto se debe, en gran parte, a que su causa
molecular se describid hace relativamente poco y a la inexistencia de algin modelo experimental que
permita investigar la enfermedad. Por tanto, nos planteamos la necesidad de desarrollar modelos de
LGMDD?2 con los que realizar ensayos experimentales, para descubrir qué desencadena los sintomas

de esta enfermedad, asi como identificar posibles terapias efectivas.

Esta situacién ha sido el punto de partida de la presente tesis doctoral, cuyos principales

objetivos son los siguientes:

Objetivo 1: Desarrollar y caracterizar un modelo experimental de LGMDD2 en Drosophila

melanogaster.

Objetivo 2: Identificar compuestos con potencial terapéutico en el modelo de LGMDD2 en

Drosophila.

Objetivo 3: Caracterizar mioblastos inmortalizados derivados de paciente y evaluar el

potencial terapéutico de la edicion genética de la mutacion LGMDD2 mediada por CRISPR-Cas9.

Objetivo 4: Validar el efecto terapéutico de los compuestos candidatos en el modelo celular

de LGMDD2.
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Material y metodologia

1. Material biolégico y manejo

1.1. Transgénesis en Drosophila melanogaster

El sistema Gal4/UAS permite dirigir la expresidn de uno o varios transgenes en tejidos, tipos
celulares o momentos del desarrollo concretos en Drosophila. Por un lado, se genera una linea de
mosca que contiene el transgén que se quiere expresar clonado aguas abajo de la secuencia UAS
(upstream activation sequence), diana del factor de transcripcién Gal4. Por otro lado, se genera otra
linea de mosca que expresa el factor de transcripciéon Gal4 bajo el potenciador de un gen, de un tejido
u érgano especifico. Las lineas Gal4 son conocidas como drivers. Al cruzar ambas lineas, Gal4, que sélo
se expresa en el tejido de interés, se une a la secuencia UAS activando la expresidn de la construccion

(Fig. 6) 12,
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Figura 6. Representaciéon esquematica del sistema Gal4/UAS de Drosophila melanogaster. Imagen adaptada
de Mugit 2002 03,

Para generar las lineas de moscas transgénicas UAS-TNPO3, primeramente, se obtuvieron los
cDNAs de TNPO3wt y TNPO3mut cedidos por el Dr. Nigro (Universidad de Vanvitelli) #. Los cDNAs
estan fusionados en N-terminal con la etiqueta hemaglutinina del virus de la influenza humana (HA).
Ambos constructos se liberaron del plasmido pCS2+ mediante digestién con BamHl/Xbal y se
subclonaron en sitios Bglll/Xbal en el pldsmido pUAST °6. A continuacién, UAS-TNPO3wt y UAS-
TNPO3mut se subclonaron en el pldsmido pCa4B usando el sitio de restriccion BamHlI. El plasmido
pCa4B contiene los sitios attpB, mediante los cuales las construcciones clonadas pueden integrarse en
el genoma de Drosophila utilizando la integrasa PhiC31 %, Los plasmidos pCa4B-UAS-TNPO3 se
enviaron a la empresa de transgénesis BestGene Inc. para su microinyeccién en embriones de moscas
ywb7¢23; p-CaryP-attp40 . Ambas construcciones se integraron en el cromosoma 2L en la regidon
citogenética 25C7 para garantizar el mismo nivel de alta expresion de cDNA en todas las lineas. Se
obtuvieron 5 lineas transgénicas para cada construccion. Un anterior miembro del grupo de Gendémica

Traslacional, el Dr. Juan Manuel Fernandez Costa, comprobé la secuencia de TNPO3 mediante PCR y
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eligié una linea de UAS-TNPO3wt y UAS-TNPO3mut para realizar pruebas previas. A partir de entonces

comienza el estudio de la presente tesis.

1.2. Lineas y cruces de Drosophila melanogaster

De Bloomington Drosophila Stock Center (Universidad de Indiana Bloomington) se obtuvieron
las lineas: y'w''’8 D42-Gal4 (#8816), Act5C-Gal4 (#4414), UAS-GFP (#4776) y UAS-GFP:Atg8 (#51656),
y las lineas de RNA interferente (RNAI), UAS-IR-bcd (#54477), UAS-IR-Tnpo-SR (#25988). La linea MHC-
Gal4 se obtuvo de G. Davis Marek 2000 1, y la linea recombinante D42-Gal4, UAS-SMN2:luciferase
(abreviada como D42>SMN2:luc) del trabajo de Konieczny 2020 1. Para la presente tesis generamos
mediante cruces genéticos una linea de Drosophila que expresaba la construccion UAS-TNPO3muty, a
su vez, silenciaba la expresion del gen ortélogo mediante RNAi con la construccidn UAS-IR-Tnpo-SR:
linea UAS-TNPO3mut; UAS-IR-Tnpo-SR (nombrada como sTNPO3mut). En paralelo se generd la linea
control que expresaba la TNPO3wt, en un fondo silenciado para el endégeno: UAS-TNPO3wt; UAS-IR-
Tnpo-SR (sTNPO3wt) (Fig. 7A). Ademas, se generd la linea MHC-Gal4; UAS-GFP:Atg8a (abreviada como

MHC>GFP:Atg8a) para la expresidn especifica de GFP:Atg8a en musculo de mosca (Fig. 7B).

Los cruces de moscas para la caracterizacion del modelo de LGMDD?2 se llevaron a cabo a 25
°C, cruzando hembras virgenes (lineas Gal4) con machos (lineas UAS), en una relacién 3/1, en tubos
con medio nutritivo estandar. El medio nutritivo estandar se prepara disolviendo, en 1 | de agua: 10.5
g de agar, 60 g de levadura, 10 g de harina de soja, 60 g de harina de maiz, 50 g de azucar, 80 g de
extracto de malta, 5 ml de acido propidnico, 10 ml de etanol y 3 g de nipagin. La descendencia se
mantuvo a 29 °C para aumentar la expresion del sistema Gal4/UAS. A los 8-9 dias, se recogieron los

adultos nacidos y con ellos se realizaron los diferentes estudios a 29 °C.

Los cruces de moscas para el rastreo de fdrmacos se realizaron cruzando hembras virgenes de
la linea recombinante D42>SMN2:luc con machos de las lineas generadas sTNPO3wt y sSTNPO3mut a
25 °C en sistemas de puesta con placas de agar que contenian levadura fresca. Las placas de agar, que
contenian los embriones, se cambiaron cada 2 dias, afiadiendo periédicamente nuevos parentales al
sistema de puesta, y se mantuvieron a 25 °C 24 h aproximadamente para que se desarrollaran a larvas

L1.
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Figura 7. Esquema de generacion de las lineas de Drosophila indicadas. Generacion de las moscas sTNPO3mut
(A) MHC>GFP:Atg8a (B) mediante cruces genéticos estandar. La generacidén de las moscas sTNPO3wt se hizo
igual, usando la linea UAS-TNPO3wt (A). En cada cruce se indica el genotipo de interés abreviado de los

progenitores y descendencia. Q representa hembras virgenes y + representa un cromosoma normal. If (Irregular
facets) es un marcador fenotipico de ojos pequefios y CyO (Curly of Oster) un balanceador con fenotipo de alas
curvas, ambos del cromosoma 2. Para el cromosoma 3 se utilizaron los balanceadores TM6b (Third Multiple 6b),
con fenotipo de pupas pequefias y quetas humerales extra, y MKRS con fenotipo de quetas cortas y gruesas.

1.3. Lineas y cultivo de mioblastos inmortalizados

Las dos lineas de mioblastos inmortalizadas fueron proporcionadas por el biobanco del

Instituto de Miologia de Paris. Los mioblastos control (CNT; ID AB1079) proceden del cuadriceps de un

donante masculino sano de 38 afios, y los mioblastos de LGMDD2 (LGMDD2; ID LGMD1F-B2) se
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obtuvieron del tibial anterior de un donante masculino LGMDD2 de 33 afos. Para su inmortalizacidn
en el Instituto de Miologia de Paris, se transdujeron los mioblastos primarios humanos con vectores
lentivirales que contienen hTERT (human telomerase reverse transcriptase) y Cdk-4 de ratdn (cyclin
dependent kinase 4). Por un lado, la expresién estable de hTERT evita el acortamiento excesivo de los
teldmeros que desencadena la entrada en la senescencia replicativa celular. Por otro lado, la

sobreexpresidn de Cdk-4 inhibe la via de sefializacién de p16, un inhibidor del ciclo celular 7.

La linea de mioblastos inmortalizados de LGMDD2 editada genéticamente (LGMDD2 GE) la
proporciond el grupo de Patologia Neuromuscular y Ataxias del Instituto de Investigacidn Sanitaria (1IS)
La Fe. La edicion génica de la linea proveniente de paciente se realizé mediante la herramienta CRISPR-

Cas9, tal y como se explica en el siguiente subapartado.

Todas las lineas descritas se cultivaron con medio de crecimiento de células de musculo
esquelético suplementado con la mezcla de la casa comercial PeloBiotech, que contiene: factores de
crecimiento de fibroblastos y epidérmico, dexametasona, insulina, fetuina, 2% de suero bovino fetal y
50.00 pg/ml gentamicina (PB-MH-272-0000; PELOBiotech). Este medio de crecimiento se suplementé
con 10% de suero de caballo y 2% de penicilina/estreptomicina. El medio de diferenciacién, cuando
fue necesario, se prepardé con medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) de alto contenido en
glucosa, 2% de suero de caballo y 1% de penicilina y estreptomicina (ThermoFisher Scientific). Cada 2-
3 dias se refrescé el medio de diferenciacidn. Las células se cultivaron a 37 °C en una atmdsfera

humidificada que contenia 5% de CO..

1.4. Edicion génica de mioblastos inmortalizados mediante CRISPR-Cas9

La generacion de la linea de mioblastos inmortalizados mediante CRISPR-Cas9 la llevé a cabo
el grupo de Patologia Neuromuscular y Ataxias dirigido por el Dr. Vilchez (lIS La Fe de Valencia). El
mecanismo de edicidon del genoma por CRISPR-Cas9 consta de tres pasos: reconocimiento, escisidn y
reparacion. Para editar genéticamente la linea de mioblastos inmortalizados LGMDD2, primeramente,
se disefid un sgRNA y un oligonucleétido donante monocatenario (single-stranded donor
oligonucleotide, ssODN). El sgRNA se disefié con la herramienta bioinformatica Breaking-Cas % para
reconocer al alelo mutado de TNPO3 y para que su sitio de escision esperado estuviera cerca del
c.2771delA, confiriendo mas especificidad sobre este alelo que el tipo normal. El ssODN se disefid para
que tuviera la secuencia correcta del codén stop del alelo de TNPO3wt flanqueada por dos brazos de
homologia idénticos a la cadena no dirigida. Una vez disefiados, se introdujeron por electroporacion
el complejo sgRNA-endonucleasa Cas9 y el ssODN en los mioblastos LGMDD?2. Destacar que el

complejo sgRNA-Cas9 se introdujo como ribonucleoproteina debido a su mejor eficiencia de corte en
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células dificiles de transfectar, como los mioblastos, y por presentar menos limitaciones que los
pldsmidos CRISPR 1%, Una vez en la célula, el sgRNA reconoce la secuencia diana del gen de interés y
dirige a Cas9 para que realice un corte de doble cadena (double-stranded break, DSB). Tras el DSB,
sistemas propios de reparacién del daiio del DNA de la célula pueden reparar el corte. Concretamente,
el sistema de reparacion dirigida por homologia (homology-directed repair, HDR) presenta una mayor
fidelidad y es util para la correccién de mutaciones puntuales 1°, Esta HDR se produce gracias a la
introduccion en la célula del ssODN, que actiia como molde 1, La eficiencia de corte de la nucleasa
Cas9 se evalud mediante el ensayo de la endonucleasa T7 12y la inclusion del nucleétido de adenina
en los mioblastos editados se confirmé mediante ensayo de RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism). Las células correctamente editadas se secuenciaron por el método de Sanger y se
amplificaron para formar colonias homogéneas, segtn se describe en Soblechero-Martin 2021 %3, A
partir de aqui, se seleccionaron siete de los clones editados correctamente, generados en paralelo,
para continuar con su caracterizacion como parte del trabajo de la presente tesis (Fig. 7). Viendo que
los resultados eran reproducibles entre los diferentes clones, se eligio uno para comp8etar la

caracterizacioén.
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Figura 8. Representacion del proceso de editado de mioblastos inmortalizados de LGMDD2. Los mioblastos
inmortalizados de LGMDD2 (LGMDD?2 line) provienen de mioblastos primarios aislados a partir de una biopsia
muscular de un paciente LGMDD2, que expresa la mutacion c.2771delA en TNPO3. Esta linea fue corregida
genéticamente mediante el sistema CRISPR-Cas9, utilizando un ssODN que incluye el nucledtido de A (LGMDD2
GE line). Imagen hecha con Biorender.com.
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1.5. Administracion de compuestos al modelo de mosca de LGMDD2

Para la caracterizacién de la respuesta del modelo de LGMDD2 en Drosophila a distintos
farmacos candidatos, las moscas se transfirieron a tubos que contenian medio nutritivo estandar
suplementado con compuesto cada 2 o 3 dias. Concretamente, para el tratamiento con Actinomicina
D (ActD, A1410, Sigma-Aldrich), se recolectaron moscas sTNPO3mut adultas de 1 dia en tubos que
contenian comida estdndar suplementada con 50, 200 u 800 nM de ActD disuelta en dimetilsulféxido
(DMSO0), o con 0.1% de DMSO, como control del vehiculo. Para el tratamiento con diluciones de
difosfato de Cloroquina (CQ, C6628, Sigma-Aldrich), se usaron tubos que contenian alimento

suplementado con 10 o 100 uM de CQ, o agua como control.

Para el rastreo de fdrmacos se afiadieron 2 pl de farmaco del stock, disuelto en 0.1% de DMSO,
a 200 ul de medio nutritivo estdndar y se distribuyeron en placas de 96 pocillos. Los compuestos
testados procedian de una quimioteca con 1200 farmacos ya comercializados y otra con 200
compuestos naturales. En total, se testaron 1400 compuestos por triplicado a una concentracién final
de 5 uM. Los pocillos de las columnas 2-11 contenian el medio nutritivo con compuesto y las columnas
1y 12 contenian el medio con 0.1% de DMSO, como control del vehiculo (Fig. 8). Utilizando el equipo
COPASmv Flow Cytometer (Union Biometrica), de forma automatizada, se sembraron 6 larvas L1 por
pocillo en las placas preparadas con compuesto. En las columnas 2-12 se sembraron larvas modelo
D42-Gal4>UAS-TNPO3mut, UAS-SMIN2:luc; UAS-IR-Tnpo-SRy, en la columna 1, las del genotipo control
D42-Gal4>UAS-TNPO3wt, UAS-SMIN2:luc; UAS-IR-Tnpo-SR (Fig. 9). Las placas sembradas se

mantuvieron a 25 °C, hasta que las moscas adultas cumplieron 2-3 dias de edad.
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Figura 9. Representacion del formato en placa de 96 pocillos del rastreo de compuestos. Se sembraron 6 larvas
L1 en cada pocillo que contenia 0.1% DMSO, como control (columnas 1y 12), o 5 uM de compuesto disuelto en
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medio nutritivo estandar (columnas 2-11). Cada pocillo contenia un compuesto diferente: C1, C2, C3, C4, etc. En
la columna 1 se sembraron moscas sTNPO3wt sin tratar (verde; D42-Gal4>UAS-TNPO3wt, UAS-SMN2:luc; UAS-
IR-Tnpo-SR), en las columnas 2-11 moscas sTNPO3mut tratadas (amarillo; D42-Gal4>UAS-TNPO3mut, UAS-
SMN2:luc; UAS-IR-Tnpo-SR) y en la columna 12 larvas sTNPO3mut sin tratar (azul).

1.6. Administracion de compuestos al modelo celular de LGMDD2

Para realizar una validacion de los farmacos in vitro, se trataron los mioblastos LGMDD2
durante los 7 dias de diferenciacion con 5 dosis distintas de cada compuesto propuesto disuelto en el
medio de diferenciacién. Cada 2-3 dias se refrescd el medio de diferenciacidn con cada dosis y
compuesto. Los fdrmacos y dosis testadas se recogen en la Tabla 1, y todos fueron proporcionados por

MedChemExpress.

Tabla 1. Compuestos y dosis administradas al modelo celular de LGMDD2

Compuestos Dosis
C1 2.5 uM; 500 nM; 100 nM; 20 nM; 4 nM
C2 3 uM; 2 uM; 1 uM
C3 25 uM; 2.5 uM; 500 nM; 100 nM; 20 nM; 4 nM
c4 25 uM; 2.5 pM; 500 nM; 100 nM; 20 nM; 4 nM
C5 25 uM; 2.5 uM; 500 nM; 100 nM; 20 nM; 4 nM
C6 25 uM; 2.5 uM; 500 nM; 100 nM; 20 nM; 4 nM
c7 25 uM; 12.5 uM; 6.25 uM; 2.5 uM
C8 25 uM; 2.5 uM; 500 nM; 100 nM; 20 nM; 4 nM
C9 5 uM; 3 uM; 1 uM; 200 nM; 40 nM; 8 nM

2. Metodologia

2.1. Generacion del anticuerpo anti-TNPO3mut

El anticuerpo anti-TNPO3mut se generd en la Unidad de Sintesis de Péptidos U3 del ICTS-
NANBIOSIS, como parte del Servicio de Anticuerpos Personalizados CAbs del IQAC-CSIC. Primero la
unidad U3 de Nanbiosis sintetizd el bioconjugado TRAN-KLH(CUCCA) B4, a partir del péptido de los 15
aminodcidos extra CSHSCSVPVTQECLF. Tras su purificacién por didlisis y caracterizacién mediante
espectrometria de masas MALDI-TOF, el servicio CAbs utilizé el bioconjugado para inmunizar a tres

conejos de la raza NEW ZEELAND (100 pg/animal).

CADS dispone de un protocolo de inmunizacién bien establecido que incluye inoculaciones con

adyuvante de Freud (primera inmunizacién con adyuvante completo y posteriores inmunizaciones con
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adyuvante incompleto). Para determinar el progreso de la respuesta inmune, se realizé un sangrado
transcurridos 10 dias desde la segunda inoculacién para obtener el suero y determinar el titulo del
anticuerpo mediante ELISA indirecto. Entre los controles se incluye la obtencion de suero pre-inmune
de los animales de experimentacién obtenido de una sangria previa a la primera inyeccién. Durante 4
meses se realizaron 6 inmunizaciones y al final del proceso se procedio a la exanguinacidon completa

del animal mediante un proceso quirurgico bajo anestesia.

2.2. Métodos moleculares

2.2.1. gRT-PCR y RT-PCR semicuantitativa de muisculo de mosca y mioblastos

Para la extraccién de RNA total de las moscas modelo de LGMDD2, se homogenizaron 30
machos adultos de 15 dias de edad, por triplicado, con TriReagent (Sigma-Aldrich). Para los mioblastos,
se extrajo el RNA total de 1 x 10° células, por triplicado, utilizando el kit mini miRNeasy (QIAGEN). La
purezay la concentracion del RNA se determinaron con un NanoDrop 1000 (Thermo Scientific).

Para la retrotranscripcion, primero se digirié 1 pg del RNA total de cada muestra con DNasa |
(Roche) durante 20 min a 37 °C y después se inactivo con calor la DNasa durante 10 min a 75 °C.
Seguidamente, se afadieron una mezcla de dNTPs y hexameros (ThermoFisher Scientific) a las
muestras digeridas y se incubaron durante 5 min a 65 °C para desnaturalizar el RNA. Por ultimo, se
utilizé Superscript Il Reverse Transcriptase, DTT e inhibidor de RNasa (ThermoFisher Scientific) para la
retrotranscripcion. La gRT-PCR (quantitative reverse transcription polymerase chain reaction) se realizé
con 2 ng de cDNA y EvaGreen gPCR mix plus (Solis BioDyne) y utilizando un sistema de PCR en tiempo
real QuantStudio 5 (Applied Biosystems). Se utilizaron como referencias endégenas en la mosca la
expresion de los genes Rp49 y Tub48B. Para los estudios en mioblastos humanos se usaron GAPDH,
GPIl'y HPRT1 como genes enddgenos.

Para el analisis de splicing alternativo de PKM, se usaron 20 ng de cDNA en una reaccién de RT-PCR
semicuantitativa de 30 ciclos, realizada con polimerasa GoTaqg (Promega) y una mezcla de dNTPs
(ThermoFisher Scientific). Para este analisis se us6 GAPDH como gen enddgeno.

Las secuencias de los primers se recogen en la Tabla 2. Todos los experimentos se realizaron siguiendo
las instrucciones de los fabricantes, e incluyeron tres réplicas bioldgicas y tres técnicas de cada

muestra. Los niveles de expresidn se normalizaron al gen de referencia utilizando el método 2724¢t 114,
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Tabla 2. Primers usados en gRT-PCR y RT-PCR semicuantitativa

Primer Secuencia (5’ - 3’)
Rp49 fwd GGATCGATATGCTAAGCTGTCGCACA
Rp49 rev GGTGCGCTTGTTCGATCCGTAACC
Tub48B fwd CACTACACCATCGGCAAGGA
Tub48B rev GCAGACCGGGTGCACTGATC
TNPO3 fwd GAAAGGCCTGTGTGAAAAGC
o | TNPO3rev CTCTGTCTGCCGAGATCACA
% Tnpo-SR fwd TCCTGCAAGCTCCAGAAACT
§ | Tnpo-SR rev TCAATCCAGTCGCACAGTTC
< Atg4 fwd GCGCTCTTCGAGATCAGTCA
§ Atg4 rev CCTGCCGCTCTCTTCAACTA
§_ Atg7 fwd CATAGCCTGTTCAGCGGCCGT
8 Atg7 rev CCGCTTGAATTCGGAGATTCCCGTC
S | Atg8afwd ATCCAGACCGTGTGCCCGTCAT
Atg8a rev ACCGACGGTCAGGTCGGAAGG
Atg9 fwd CCACATCGAGGACCTTGACTC
Atg9 rev CCACTACAATCACTGTGAATCCG
Atg12 fwd TCGATGCCAGCGAGCAAATTTTCCT
Atg12 rev GCCCCACGCCTGATTCTTGCA
GAPDH fwd CATCTTCCAGGAGCGAGATC
GAPDH rev GTTCACACCCATGACGAACAT
GPI fwd CAGGGCATCATCTGGGACAT
g GPI rev TCTTAGCCAGCTGCTTTCCC
S | HPRTIfwd TGACACTGGCAAAACAATGCA
é HPRT1 rev GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT
$ | TNPO3 fwd GAAAGGCCTGTGTGAAAAGC
TNPOS3 rev CTCTGTCTGCCGAGATCACA
PKM fwd CTGAAGGCAGTGATGTCGCC
PKM rev ACCCGGAGGTCCACGTCTC

2.2.2. Western blot de musculo de mosca y mioblastos

Para la extraccidn de proteina total en mosca, se homogeneizaron tres réplicas por genotipo
de 30 térax de machos adultos de 15 dias de edad en tampdn RIPA (Pierce, Thermo Scientific). En
cuanto a los mioblastos, se homogenizaron 1 x 10° células por triplicado. Los homogenizados de mosca
y células se mezclaron con un céctel de inhibidores de proteasas y fosfatasas (COmplete y PhosStop,
Roche Applied Science) y se sonicaron sometiéndolos a 6 pulsos de 0.5 s y 60 Hz de frecuencia. La
concentracién de proteina total se midié a 562 nm utilizando el kit para cuantificar proteinas con BCA

(Pierce, Thermo Scientific) y albimina de suero bovino (bovine serum albumin, BSA) como proteina

estandar.
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se desnaturalizaron 40 pg de proteina de mosca y 30 ug de proteina de mioblastos de cada
muestra durante 5 min a 100 °C. Las proteinas se separaron en geles SDS-PAGE al 12% por
electroforesis y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa de 0.45 pum (Amersham Protran, GE
Healthcare Life Sciences). Las membranas se bloquearon con leche desnatada en polvo al 5% en PBS-
T (NazHPO4 8 mM, NaCl 150 mM, KH,PO4 2 mM, KCI 3 mM, Tween 20 al 0.1%, pH 7.4) durante 1 h a
temperatura ambiente (TA) y luego se incubaron durante toda la noche (overnight, ON) a 4 °C con los
anticuerpos primarios en una solucién de bloqueo al 5%. Todas las diluciones de anticuerpos primarios
utilizados para la deteccion de proteinas en mosca y en mioblastos se recogen en la Tabla 3. Tras tres
lavados con PBS-T, las membranas se incubaron 1 h a TA con las diluciones adecuadas de anticuerpos
secundarios. Los anticuerpos secundarios utilizados fueron el anti-IgG de ratén y anti-IgG de conejo
ambos conjugados con peroxidasa de radbano picante hechos en cabra (1:3500 y 1:5000,
respectivamente, Sigma-Aldrich). Después de tres lavados, las bandas inmunorreactivas se detectaron
mediante quimioluminiscencia utilizando ECL Western blotting Substrate o SuperSignal West Pico PLUS
Chemiluminescent Substrate (Pierce, Thermo Scientific). Las imagenes se adquirieron en un Amersham
ImageQuant 800 (GE Healthcare Life Sciences). La cuantificacidn de las proteinas de interés se realizd

mediante el software ImageJ (NIH).

Tabla 3. Anticuerpos primarios usados en western blot

Anticuerpo Dilucion Referencia, proveedor
Anti-TNPO3 1:50 Ab54353, Abcam
Anti-HA 1:100 H3663, Sigma-Aldrich
Anti-GFP 1:1000 11814460001, Roche
Anti-a-tubulin 1:500 12G10, Developmental Studies Hybridoma Bank
Anti-TNPO3mut | 1:1000 Generado en la presente tesis
Anti-ATG7 1:1000 2631S, Cell Signaling Technology
Anti-LC3B 1:2000 Ab51520, Abcam
Anti-P62 1:1000 Ab56416, Abcam

2.3. Tinciones histoquimicas, cuantificacion de reporteros e inmunofluorescencias

2.3.1. Tinciones de los musculos de mosca

Para cuantificar el drea de los IFM se diseccionaron las moscas y se siguio el protocolo descrito
en Selma-Soriano 2018 *°. Brevemente, se fijaron seis térax de hembras adultas de cada genotipo, de
7 y 15 dias de edad, con OsO.. Tras deshidratar las muestras fijadas, se embebieron en resina epoxi y,
una vez seca la resina, se realizaron secciones transversales semifinas de 1.5 um de cada mosca

utilizando el ultramicrotomo Reichert Jung Ultracut (Leica Microsystems). Las secciones se tifieron con
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azul de toluidina para mejorar el contraste y se montaron con DPX (PanReac AppliChem). Las imagenes
se tomaron con un aumento de 100x utilizando un microscopio Leica DM2500 (Leica Microsystems).
Se tomaron seis imagenes de IFM por mosca y se convirtieron en imagenes binarias para cuantificar el
area muscular. Se utilizd el software Imagel (NIH) para cuantificar el porcentaje de pixeles

correspondientes al tejido muscular (/IFM, pixeles negros) del total.

Para la tincidn de los musculos abdominales, se realizé un corte en cada mosca que permite
exponer el corazén y los musculos abdominales desde la parte dorsal (descrito anteriormente en
Selma-Soriano 2018 %), Se diseccionaron 6 moscas hembra de 15 dias de edad por genotipo, se fijaron
con PFA al 4% 20 min en agitacion, se lavaron tres veces con PBS-T (PBS con 0.3% Triton X-100) y se
tineron durante 1 h en oscuridad con isotiocianato de faloidina-tetrametilrodamina B (1:1000, Sigma-
Aldrich) preparado en PBS-T. Tras tres lavados con PBS, se montaron en portaobjetos con medio de
montaje de fluorescencia (Dako). Las imagenes se tomaron con un aumento de 100x utilizando un
microscopio confocal LSM800 (Zeiss). Utilizando el software Image) (NIH), se realizaron tres
mediciones del ancho de cada fibra A4: una en cada extremo de la fibra y otra entre esos dos puntos.

Se cuantificaron las cinco fibras A4 maés cercanas al corazén de cada mosca.

2.3.2. Deteccién del reportero GFP:Atg8a en musculo de mosca

La deteccidon de GFP:Atg8a se realizé como se describe en Bargiela 2019 7. Concretamente,
en este trabajo se diseccionaron los térax de entre cuatro y ocho moscas hembra de 15 dias de edad y
se fijaron en PFA al 4% a 4 °C ON. Posteriormente, el tejido se incubé en sacarosa al 30% durante dos
dias a 4 °C. A continuacidn, los térax se embebieron en el reactivo Optimal Cutting Temperature (OCT,
Tissue-Tek, Sakura Europe) y se obtuvieron criosecciones longitudinales de 10 um utilizando un
criostato Leica CM 1510S (Leica Microsystems). Las imagenes se adquirieron con un aumento de 400x
usando un microscopio confocal LSM800 (Zeiss). La cuantificacién de la seial correspondiente a GFP
en las imagenes se realizé mediante el software Imagel) (NIH). Brevemente, se delimité el area de una
region completa del musculo en cada micrografia adquirida, se obtuvo la densidad integrada del canal
verde y se normalizd frente al drea muscular. De cada mosca se analizaron tres imdgenes,

correspondientes a tres campos diferentes del térax de la mosca.

2.3.3. Tincion de lisosomas en musculo de mosca y mioblastos

La tincién de lisosomas de musculo de mosca se realizd preparando el tejido como se describe
en Hunt 2013 18, Para la tincidn en células, se sembraron 2.5 x 10* mioblastos por pocillo en placas de
24 pocillos y se diferenciaron durante 7 dias. Tanto los térax de mosca como los mioblastos, ambos sin

fijar, se incubaron durante 30 min a 37 °C con 100 nM de LysoTracker RED-DND99 (Invitrogen).
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Después de tres lavados con PBS, las muestras se incubaron con PFA al 4% durante 20 min a TA, se
lavaron tres veces con PBS y se montaron con medio de montaje de fluorescencia que contenia DAP/
(4°,6-diamidino-2-phenylindole, Vectashield, Vector Laboratories). Se tomaron imagenes
representativas de los tejidos marcados y de los mioblastos con un aumento de 400x utilizando un

microscopio confocal LSM800 (Zeiss).

2.3.4. Tinciones inmunofluorescentes en mioblastos

Para todas las inmunodetecciones en mioblastos, se sembraron 2.5 x 10° células/pocillo en
placas de 24 pocillos. Las células se fijaron con PFA al 4% durante 15 min en los dias 0 y/o 7 de
diferenciacidn. Todas las diluciones de anticuerpos primarios y secundarios utilizados para las tinciones

se recogen en la Tabla 4.

Para la deteccion de TNPO3, los mioblastos fijados se permeabilizaron durante 5 min con PBS-
T (0.2% Triton X-100 en PBS). Después de tres lavados con PBS, las células se bloquearon [PBS, BSA al
1%, suero normal de cabra al 1% (normal goat serum, NGS)] durante 1 h a TA y se incubaron con el
anticuerpo primario ON a 4 °C. Después de tres lavados con PBS, las células se incubaron durante 1 h
a 37 °Ccon el anticuerpo secundario marcado con Alexa Fluor Plus 594 disuelto en tampdn de bloqueo.

Finalmente, las células se lavaron tres veces de nuevo con PBS y se montaron.

Para la inmunodeteccion de Desmina y MHC, los mioblastos fijados se lavaron tres veces con
PBS-T (0.1% Triton X-100 en PBS), se bloquearon (PBS-T, 1% BSA, 1% NGS) durante 1 h a TAy luego se
incubaron ON a 4 °C con los anticuerpos primarios disueltos en tampdn de bloqueo. Después de tres
lavados con PBS-T, las células se incubaron durante 2 h a TA con los anticuerpos secundarios de conejo
y de ratén, respectivamente, ambos diluidos en tampdn de bloqueo. Después de un triple lavado con

PBS, se montaron las células.

La inmunodeteccion de LC3B se realizd siguiendo el protocolo previamente descrito en
Sabater-Arcis 2021 %°, Tras fijar los mioblastos de 7 dias de diferenciacién, se permeabilizaron con
metanol al 100% durante 15 min a -20 °C y se bloquearon (PBS, 0.5% BSA, 1% NGS) durante 1 h a TA.
Después las células se incubaron ON a 4 °C con el anticuerpo primario disuelto en tampdn de bloqueo.
Tras tres lavados con PBS, las células se incubaron 2 h a TA con el anticuerpo secundario marcado con

Alexa Fluor 594. Finalmente, las células se volvieron a lavar tres veces con PBS y se montaron.

Todas las muestras se montaron con medio de montaje DAP! (Vector Laboratories) para

detectar los nucleos de las células. Las imagenes se tomaron con un aumento de 200x, para la
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inmunodeteccion de Desmina y MHC, y con un aumento de 400x para la tincion de TNPO3 y LC3B

utilizando un microscopio confocal LSM800 (Zeiss).

Tabla 4. Anticuerpos usados en inmunofluorescencia

Anticuerpo Dilucién Referencia, proveedor
Anti-TNPO3 1:200 Ab71388, Abcam

Anti-Desmin 1:200 Ab15200, Abcam

Anti-MHC 1:50 MF20, Developmental Studies Hybridoma Bank
Anti-LC3B 1:200 Ab51520, Abcam

Anti-IgG rabbit Alexa
Fluor Plus 594 (H+L)
Anti-IgG mouse Alexa
Fluor Plus 488 (H+L)

1:200 A32740, ThermoFisher Scientific

1:200 A32723, ThermoFisher Scientific

El indice de fusidn, el didmetro de los miotubos y los puntos de LC3B se cuantificaron segun el
método descrito en Sabater-Arcis 2020 y 2021 119120, Brevemente, el indice de fusidn se definié como
el porcentaje de nucleos dentro de los miotubos (> 2 mionutcleos) respecto al nimero total de nucleos
en cada condicidn. El didmetro de los miotubos se midié en 5 puntos a lo largo de todo el tubo y se
calculé el didmetro medio por micrografia. La cuantificacién de puntos LC3 se realizd utilizando el

software Ifdotmeter %

, siguiendo las recomendaciones de los autores. Los puntos LC3 totales por
imagen se normalizaron en relacién con el drea total medida de todos los miotubos observados en
cada imagen. El porcentaje de nucleos dentro de los miotubos tefiidos con MHC (nucleos MHC
positivos o nucleos MHC*) se midié en relacién con el niUmero total de nucleos en cada condicién. Se
analizaron un total de 15-20 imdagenes por condicién. Todas estas cuantificaciones se realizaron

utilizando el software ImagelJ (NIH).

2.3.5. Deteccion de los reporteros mCherry-eGFP en mioblastos

Para el ensayo de los dos reporteros mCherry-eGFP se sembraron, en paralelo, 2.5 x 10*
mioblastos inmortalizados por pocillo en placas de 24 pocillos. A las 48 h de la diferenciacidn, los
mioblastos se transfectaron transitoriamente con 1 ug de pDest-mCherry-eGFP-LC3B o pDest-mCherry-
eGFP-P62 (plasmidos proporcionados por el Prof. Fuentes, Universidad de Extremadura) usando el
reactivo de transfeccion de DNA HP X-tremeGENE (Roche Life Science) diluido en Opti-MEM (Gibco).
La transfeccién de los mioblastos se realizé siguiendo las recomendaciones del fabricante durante 24
h. Luego se reemplazé el medio de diferenciacidon vy, tras 48 h, los mioblastos se visualizaron in vivo en
placas utilizando un microscopio confocal LSM800 (Zeiss) con un aumento de 400x. En el caso del
control con cloroquina (CQ), los mioblastos se incubaron con CQ a 10 uM durante 16 h antes de su

visualizacion.
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2.4. Estudios funcionales de las moscas

2.4.1. Andlisis de la capacidad del vuelo

Los analisis de vuelo de mosca se llevaron a cabo siguiendo el protocolo detallado en Babcock
2014 122, Se utilizaron entre 80—100 moscas macho de 15 dias de edad por genotipo, separados en 4
tubos. Los tubos se dejaron caer sobre un embudo colocado en la parte superior de un cilindro (25 cm
de didmetro y 90 cm de altura), cuyo interior estaba forrado con una lamina de plastico untada con
pegamento para insectos (Tangle-Trap insect trap coating) de manera uniforme. Terminado el ensayo
por genotipo, la lamina se retird del cilindro y se tomd una fotografia con una cdmara convencional.

Mediante el software ImagelJ (NIH) se analizé la altura de vuelo de cada mosca por genotipo.

2.4.2. Andlisis de la capacidad de escalada

Para evaluar la velocidad de escalada se realizé una prueba de geotaxis negativa, siguiendo el
protocolo descrito en Bargiela 2019 7. Concretamente, se utilizaron entre 25-30 moscas macho de 15
dias de edad por cada genotipo. Después de 24 h sin anestesia (CO;), las moscas se transfirieron a
pipetas desechables (1.5 cm de didmetro y 25 cm de altura) en tres grupos. Tras esperar unos minutos
de habituacién al nuevo espacio, se empezé la grabacién con una cdmara convencional y se dieron
ligeros y repetidos golpes para que todas las moscas cayesen al fondo del tubo. La altura de escalada

se analizd para cada mosca durante un periodo de 10 s, utilizando el software Aegisub.

2.5. Estudios de viabilidad de las moscas

2.5.1. Andlisis de la longevidad de las moscas

Se recolectaron 100 moscas macho recién nacidas por genotipo y se distribuyeron en 4 tubos
que contenian medio nutritivo estdndar. Se mantuvieron a 29 °Cy se transfirieron a tubos con medio
nutritivo fresco cada dos-tres dias. El nimero de individuos muertos se cuantificé diariamente. Las
curvas de supervivencia se obtuvieron utilizando el método de Kaplan-Meier, y las comparaciones
estadisticas de las curvas se llevaron a cabo de acuerdo con el andlisis de log-rank (Mantel-Cox) (o =

0.05).

2.5.2. Cuantificacion de moscas eclosionadas

Se sembraron entre 25-30 larvas de primer/segundo estadio en tubos que contenian medio
estandar. Las larvas se mantuvieron a 29 °C hasta que se completé su desarrollo larvario. A los 6 dias

se contabilizd el nimero de pupas y a los 10 dias el nimero de adultos nacidos en cada tubo.
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2.6. Ensayo de luminiscencia en moscas

El ensayo de luminiscencia se realizd para el rastreo de compuestos en Drosophila, con las
moscas nacidas en las placas preparadas que contenian un farmaco diferente por pocillo (Fig. 8). A los
3 dias de edad, las placas que contenian las moscas se congelaron a -20 °C. Después se recogieron las
moscas de cada pocillo, por separado, y se homogenizaron con 100 pl de tampdn de lisis (Steady-Glo
Luciferase Assay System; Promega). Se transfirieron 50 ul de cada homogenizado en una placa blanca
de 96 pocillos y se afiadieron 20 pul de luciferina Steady-Glo® Reagent (Steady-Glo Luciferase Assay
System; Promega). Las placas se incubaron en oscuridad 30 min a TA en agitacién y se midid la sefial

de luminiscencia a 570 nm con un lector de microplacas (Infinite M200 Pro, TECAN).

2.7. Estudio del perfil STR

Para el estudio del perfil de STR (short tandem repeats), se extrajo el DNA gendmico de 1 x 10°
mioblastos LGMDDZ2 primarios e inmortalizados, utilizando el mini kit QlAamp DNA (QIAGEN) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. El experimento fue realizado por la empresa STABVIDA.
Brevemente, se secuenciaron 100 ng/ul de DNA mediante PCR multiplex utilizando el kit Powerplex 16
loci (Promega, Madison, WI, EE. UU.). Los 16 loci analizados estan en la Fig. 20 y los resultados fueron

analizados por GeneMarker HID v1.75.

2.8. Estudio de la proliferacién de mioblastos

Para el ensayo de proliferacion celular se sembraron 5 x 10° mioblastos inmortalizados por
pocillo en placas de 96 pocillos. Las células se incubaron a 37 °C en una cdmara humidificada con 5%
CO, durante 24, 48, 72 y 96 h en medio de cultivo estdndar. Se afiadieron 20 pl de una mezcla de
solucién de compuesto de tetrazolio (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium, MTS) y un reactivo de acoplamiento de electrones (metosulfato de
fenazina) a cada pocillo, que contenia 100 ul de medio, y se incubé durante 4 h. La conversién de MTS
en formazan soluble tiene una absorbancia a 490 nm que se puede medir y es directamente
proporcional al nimero de células vivas en cada pocillo (ensayo de proliferacion celular no radiactivo
acuoso CellTiter 96, Promega). La absorbancia se midié utilizando un lector de placas Infinite 200 PRO

(Tecan Life Sciences).

2.9. Estudio de transcriptdmica y protedmica de mioblastos

Para el RNA-seq (RNA sequencing), se extrajo y cuantifico el RNA de los mioblastos

inmortalizados diferenciados durante 7 dias, por triplicado, tal y como se explica en el apartado 2.2.1.
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La secuenciacién de 7 pg de RNA la realizé la empresa Novogene, utilizando la plataforma lllumina
NovaSeq 6000. Esta tecnologia esta basada en secuenciacidn por sintesis con nucleétidos marcados
con fluorocromos y terminadores reversibles, permitiendo asi una secuenciacién masiva y paralela en
millones de fragmentos de DNA. Por un lado, se secuenciaron los longRNAs, que engloban mRNAs,
long non-coding RNAs vy circular RNAs, realizando 30G de lecturas de extremos emparejados por
muestra. Ademas, se secuenciaron los miRNAs, generando 20M de lecturas por muestra desde un
Unico extremo.

El andlisis de los datos transcriptémicos obtenidos fue realizado por el bioinformatico Jorge Espinosa
Espinosa, doctorando del grupo de Gendmica Traslacional. Para el andlisis de longRNAs, las secuencias
FastQ se mapearon con Genome Reference Consortium Human Build 38 (GRCh38.p13). La
identificacion y cuantificacién de los miRNAs se realiz6 mediante el conjunto de analisis de RNAs
sRNAtoolbox 2. Se utilizaron sRNAbench con la base de datos de miRNAs humanos miRBase 22.1y el
ensamblaje humano GRCh38_ p13. La expresion diferencial de los RNAs y miRNAs se calculé utilizando
el software R (versidn 3.6.3) con edgeR ?*. Todos los datos analizados estan disponibles publicamente

en el repositorio Gene expression omnibus (GEQ) con nimero de acceso GEO: GSE198551.

El analisis protedmico de los mioblastos inmortalizados fue llevado a cabo por el servicio de
Proteomica del Servei Central de Suport a la Investigacié Experimental de la Universitat de Valéncia
(SCSIE). Se extrajo y cuantificé la proteina total de mioblastos de 7 dias de diferenciacién, siguiendo la
explicacion del apartado 2.2.2. Se analizaron 5 réplicas de 60 ug de proteina de cada condicion. El
analisis se realizd mediante la técnica SWATH-MS (sequential window acquisition of all theoretical
fragment jon mass spectra). SWATH-MS es un método de adquisicién independiente de datos que
genera mapas de proteinas globales y cuantitativos. Brevemente, se fragmentan de manera
sistematica y sin sesgos todos los péptidos ionizados de cada muestra dentro de un intervalo de masa
(m/z) y esta adquisicion de datos independientes es analizada en combinacién con la libreria de datos
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especificos generada previamente . Los datos del andlisis de la expresion diferencial de la

protedmica estdn recogidos en el Anexo de la presente tesis.

El analisis de expresion diferencial del RNA-seq y de la protedmica se explica en el siguiente
subapartado de estadistica. Identificados los RNA y proteinas con expresion significativamente
diferente, se realizaron los andlisis de la anotacion funcional. Concretamente, para los datos
transcriptomicos se realizé un analisis de sobrerrepresentacién (over-representation analysis, ORA),
agrupando las rutas segun la clasificacion de Gene ontology (GO). La anotacién funcional de los datos

protedmicos se realizd con la base de datos STRING %%, agrupando las rutas segun la clasificacién de

Kegg.
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2.10. Analisis estadistico

Todos los andlisis estadisticos se realizaron con el software GraphPad Prism 9. Los diagramas
de dispersidn con barras representan los resultados de cada experimento, normalizados a los datos
del grupo control respectivo. Los puntos de datos corresponden a los valores individuales en cada
condicidn. Los tamafios de muestra (n) se incluyen en las leyendas de las figuras. En todos los estudios
moleculares, para la comparacion de medias de datos normalizados, asumimos que todos los
pardmetros seguian una distribucién normal. Para las comparaciones de dos condiciones, se aplico la
prueba t de Student de dos colas (a = 0.05) y la correccién de Welch cuando fue necesario. Para las
comparaciones multiples, los datos normalizados se compararon mediante la prueba de diferencia
minima significativa de Fisher de la prueba ANOVA unidireccional (a = 0.05). La significacion estadistica
se fijé en un P-valor < 0.05.

Los graficos tipo volcan representan los resultados del rastreo de fadrmacos en mosca, el RNA-
seq y la protedmica de los mioblastos. Cada punto representa la media de medidas de luminiscencia
de las moscas modelo tratadas con cada compuesto, o de la expresiéon de un RNA, miRNA o una
proteina en los mioblastos derivados de paciente. Todas las medias fueron previamente normalizadas
respecto a las medias del grupo control respectivo, obteniéndose asi el fold change (FC) de cada media.
Para el andlisis estadistico del rastreo y de la protedmica, se realizé una prueba t multiple con las
medias de cada condicidn, para obtener los P-valor ajustados con la correccién del False Discovery Rate
(FDR) fijada al 5%, segun el método de Benjamini-Hochberg. A partir de un |log, FC| >0y un FDR <
0.05 se considerd que los compuestos mejoraban o empeoraban el fenotipo de luminiscencia, o las
proteinas estaban expresadas al alza o baja de forma significativa.

Para el andlisis estadistico del RNA-seq, realizado por Jorge Espinosa, se utilizé la prueba empirica F de
cuasi verosimilitud de Bayes. Luego, los recuentos normalizados se transformaron a su FC con sus
estadisticas asociadas (P-valor y FDR). Los genes con un |log, FC| > 1y un FDR < 0.05 se consideraron

expresados, minimo, dos veces mds o dos veces menos que el control de forma significativa.
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Resultados

Objetivo 1: Desarrollar y caracterizar un modelo experimental de LGMDD2 en Drosophila

melanogaster

1. Generacién del modelo de LGMDD2 en Drosophila

Debido a la naturaleza dominante de la LGMDD2, en un primer momento planteamos la
hipotesis de que la sobreexpresién de la version humana de la proteina TNPO3mut podria ser
suficiente para desencadenar en la mosca defectos musculares propios de la patologia. Para ello, se
generaron dos lineas de Drosophila transgénicas: una expresaba un transgén con la versién mutante
c.2771delA del TNPO3 humano (UAS-TNPO3mut), y otra expresaba la version humana de tipo normal
(UAS-TNPO3wt) como control. Cada transgén se inserté en el mismo sitio attP, attp40, en el
cromosoma 2 para estandarizar los efectos de posicion. Esta posicién gendmica fue seleccionada
porque promueve altos niveles de expresidn 1%, Dado que LGMDD2 es una miopatia, primero dirigimos
la expresidn de ambos transgenes a los musculos de Drosophila, mediante el sistema Gal4/UAS, usando

el driver especifico de musculo MHC-Gal4.

Para comprobar que los transgenes TNPO3 estaban correctamente integrados, detectamos la
expresion de ambas proteinas en el tdrax de mosca mediante western blot con anti-TNPO3 y anti-HA,
aprovechando la etiqueta fusionada al cDNA humano de la transportina (Fig. 10). En moscas
MHC>TNPO3mut, el tamaifo de la banda detectada fue ligeramente mayor que en moscas
MHC>TNPO3wt, en consonancia con la extension C-terminal de 15 aminoacidos generada por la
mutacion en los pacientes con LGMDD2. De acuerdo con la especificidad de los dos anticuerpos, las
moscas control que no expresaban el transgén humano de la TNPO3 (moscas MHC>GFP) no eran
inmunorreactivas. Es importante destacar que la cuantificacién de los resultados revelé una cantidad
significativamente mayor de TNPO3 en las moscas MHC>TNPO3mut respecto a las moscas
MHC>TNPO3wt, lo que sugiere o bien que el mMRNA mutante o la proteina son mas estables, o que el

MmRNA mutante se traduce de manera mas eficiente.
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Figura 10. Expresion de la mutacidon de TNPO3 causante de LGMDD2 en Drosophila melanogaster. Membranas
de western blot representativas y cuantificacion de TNPO3 humana y HA realizadas con extractos de proteinas
de térax de moscas control (MHC-Gal4>UAS-GFP), moscas que expresan TNPO3 de tipo normal (MHC-Gal4>UAS-
TNPO3wt) o TNPO3mut (MHC-Gal4>UAS-TNPO3mut). Se us6 a-tubulina como control endégeno para normalizar
los niveles de proteina (n =3). Los pesos moleculares, en kDa, de cada proteina detectada se marcan a la derecha
de las membranas. El grafico de barras muestra las medias relativas al control £ SEM. ns: no significativo, *: p <
0.05, segun prueba t de Student.

Tras confirmar la expresion de la TNPO3 humana en las moscas transgénicas, estudiamos los
principales fenotipos relacionados con la LGMDD2: locomocidn, longevidad y atrofia muscular.
Concretamente vimos que la expresion de TNPO3mut en el musculo afectaba a la locomocidn de las
moscas, ya que tenian la capacidad de escalada y vuelo significativamente reducida respecto a las
moscas que expresaban TNPO3wt (Fig. 11A, B). Ademds, también se observo una afectacion de la vida
mediana de las moscas MHC>TNPO3mut, que vivian 24 dias respecto a los 29 dias que vivian las moscas
MHC>TNPO3wt (Fig. 11C). Sin embargo, la expresion de TNPO3mut no produjo una reduccién
significativa del area de los IFM, indicativo de atrofia muscular, en las moscas en comparacion con las
moscas MHC>TNPO3wt de 1, 3 o 4 semanas (Fig. 11D-F), siendo este un fenotipo critico en pacientes
con LGMDD2. Los IFM son musculos fibrilares con una organizacion de sarcémeros muy similar a los
humanos, ampliamente utilizados para reproducir la atrofia muscular asociada con las enfermedades
musculares humanas '?’. En paralelo también se dirigié la expresion del transgén TNPO3mut a las
motoneuronas de mosca, mediante el driver D42-Gal4, ya que algunos pacientes de LGMDD?2
mostraron sintomas relacionados con el sistema nervioso 2. Cabe mencionar que el driver D42-Gal4
también se expresa en el sistema nervioso periférico, incluidas las neuronas sensoriales de la pared
corporal 12, Sin embargo, tampoco se observé atrofia muscular de los IFM de moscas de dos semanas
de edad que expresaban TNPO3mut en motoneuronas (Fig. 11G). Por lo tanto, la expresion de

TNPO3mut parecia ser insuficiente para inducir fenotipos caracteristicos de LGMDD2 en Drosophila.
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Figura 11. Fenotipos similares a LGMDD2 estudiados en Drosophila. (A) Cuantificacion de la velocidad de
escalada como la media de la velocidad + SEM (n = 30) comparando el control (gris; yw; MHC) y moscas que
expresan TNPO3wt humano (azul; +/+; MHC>TNPO3wt) o TNPO3 mutante (rosa; +/+; MHC>TNPO3mut) bajo el
control del driver MHC-Gal4 en un fondo de tipo normal para el gen enddgeno Thpo-SR (indicado como "+/+").
(B) Los graficos de los ensayos de vuelo representan la distancia promedio de aterrizaje alcanzada en los grupos
experimentales descritos en A (n = 100). (C) Las curvas de supervivencia se expresan como porcentajes de moscas
vivas en cada punto temporal (90 < n < 100). (D-F) Cuantificacidon relativa del porcentaje medio del area muscular
de los IFM de las moscas de los mismos genotipos anteriores. El estudio se realizé en individuos de 1 (D), 3 (E) o
4 (F) semanas de edad (n = 6). (G) Misma cuantificacion que en D-F en moscas que expresan los transgenes en
motoneuronas, bajo el control del driver D42-Gal4, en moscas de 2 semanas de edad. Los graficos de barras
muestran medias relativas al genotipo control + SEM. ns: no significativo, **: p < 0.01, ****: p < 0.0001 segun
prueba t de Student.

Nuestra hipdtesis sobre la falta de atrofia muscular fue que podria deberse a que las moscas
tienen un homaélogo funcional de TNPO3, Thpo-SR *°, que podria estar rescatando la patogenicidad de
la expresion de TNPO3mut. Para comprobar nuestra hipdtesis, generamos dos lineas de Drosophila
gue contienen simultdneamente los transgenes TNPO3wt o TNPO3mut y una construccion de
interferencia de Tnpo-SR ®°. Estas lineas las abreviamos como sTNPO3wt y sTNPO3mut, indicando
silenciamiento del enddgeno con una “s”. Las moscas sSTNPO3wt sirven como control tanto para los
efectos de la sobreexpresidn de la transportina humana, como para los efectos del silenciamiento de

la transportina de mosca. Para confirmar el silenciamiento de Thpo-SR, cuantificamos los niveles del
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gen en moscas que expresan el RNAI bajo el control del driver MHC-Gal4 y confirmamos alrededor del
50% del silenciamiento (Fig. 12A). Ademas, comprobamos que la construccién interferente funciona
ya que la supervivencia de las moscas con el gen silenciado mostré una disminucién significativa
respecto a las moscas control. Al mismo tiempo, la vida media de las moscas silenciadas era un tercio

menor respecto a la de las moscas control (10 y 29 dias, respectivamente) (Fig. 12B).

Utilizamos las lineas sTNPO3wt y sTNPO3mut generadas para dirigir la expresion de los transgenes,
sobre el fondo sensibilizado, en musculo de mosca con el driver MHC-Gal4. Lo primero que observamos
fue que la expresiéon de TNPO3mut en un fondo sensibilizado aumentd los niveles de transcripcion y
proteina en el musculo de la mosca en comparaciéon con las moscas sTNPO3wt (Fig. 12C, D). Para
comprobar que la mutacién LGMDD2 conducia a esta acumulacién de TNPO3 en las moscas modelo,
inhibimos la sintesis de mRNA tratando moscas con actinomicina D (ActD). Brevemente, ActD es un
farmaco que se une al DNA a través de los residuos de guanina, actuando como inhibidor de la sintesis
de RNA dependiente de DNA ¥, E| tratamiento con ActD de moscas modelo LGMDD2 redujo
drasticamente TNPO3 a nivel de transcripcion y proteina (Fig. 12E, F), lo que sugiere que la mutacion

LGMDD?2 podria estar favoreciendo la acumulacién de TNPO3 a nivel de transcrito y proteina.
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Figura 12. La mutacion causante de LGMDD2 aumenta la expresion de TNPO3 en un fondo sensibilizado de
Drosophila. (A) Cuantificacion por gRT-PCR de la expresion relativa de Tnpo-SR respecto a la del gen constitutivo
Tub48B, en moscas control (MHC-Gal4>UAS-IR-bcd) y en moscas que expresan RNAi para Tnpo-SR bajo el driver
MHC-Gal4 (MHC-Gal4>UAS-IR-Tnpo-SR) (n = 3). (B) Curvas de supervivencia expresadas como porcentajes de
moscas vivas de los mismos genotipos que en (A) (90 < n < 100). (C) Cuantificacion por gRT-PCR de la expresion
de TNPO3 respecto a la del gen constitutivo Tub48B y Rp49 en moscas sTNPO3wt (naranja; MHC-Gal4>UAS-
TNPO3wt; UAS-IR-Tnpo-SR) y sSTNPO3mut (morado; MHC-Gal4>UAS-TNPO3mut; UAS-IR-Tnpo-SR) y (E) en moscas
STNPO3mut alimentadas con DMSO al 0.1% como vehiculo o con las concentraciones indicadas de ActD durante
15 dias. (D, F) Membranas representativas de western blot y cuantificacién de la TNPO3 humana en extractos de
térax de moscas con los genotipos de (C) y (E). En ambos casos se usé a-tubulina como control enddgeno para
normalizar los niveles de proteina. El tamafio del peso molecular se indica en kDa (n = 3). Los gréficos de barras
muestran las medias relativas a sus respectivos controles + SEM. ns: no significativo, *: p < 0.05, **: p < 0.01,
segun prueba t de Student.
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2. La expresion de TNPO3mut dirigida al musculo o a las motoneuronas de Drosophila

provoca atrofia y degeneracion muscular

La LGMDD2 es una enfermedad muscular caracterizada por debilidad muscular progresiva y
atrofia, pero como se ha indicado anteriormente también se han descrito sintomas relacionados con
el sistema nervioso en pacientes 2. Por ello, después de confirmar que se expresaban las versiones
de TNPO3 humana, dirigimos la expresidn del transgén al musculo de la mosca y a las motoneuronas
de forma independiente, con los drivers MHC-Gal4 y D42-Gal4 respectivamente, manteniendo el fondo
silenciado de Thpo-SR. La cuantificacion del drea total de los IFM de moscas de 7 dias de edad que
expresan TNPO3mut en musculo o motoneuronas no mostré cambios significativos en comparacion
con las moscas sTNPO3wt y control (MHC>GFP y D42>GFP; Fig. 13A-D y 12E-H, respectivamente). Sin
embargo, a los 15 dias de edad, el area de los IFM de las moscas sTNPO3mut disminuyd
significativamente en comparacién con los controles (27% y 23%, respectivamente) (Fig. 13I-L musculo;
13M-P motoneuronas). Afiadir que la expresion de TNPO3wt en musculo de moscas de 15 dias de
edad, sobre un fondo sensibilizado, también provocé una reduccion significativa del area de IFM en
comparaciéon con las moscas control, pero menor que la atrofia muscular provocada por TNPO3mut.
Por tanto, el fenotipo de atrofia muscular de IFM necesita entre 8-15 dias para manifestarse en
Drosophila. Esto indica que la expresion de TNPO3mut en un fondo silenciado de Tnpo-SR, tanto en
musculo como en motoneuronas de mosca, aumenta el fenotipo atréfico con el tiempo, lo que

demuestra un fenotipo degenerativo.
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Figura 13. La expresion de TNPO3mut sobre un fondo sensibilizado, en musculo y motoneuronas, induce
degeneracion muscular en los IFM de mosca. Secciones dorsoventrales representativas de torax embebidos en
resina de moscas de 7 dias que expresan los transgenes indicados, bajo el control de los drivers MHC-Gal4 (A-C)
0 D42-Gal4 (E-G). El drea muscular se analizé en moscas control (gris; MHC o D42-Gal4>UAS-GFP), sTNPO3wt
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(naranja; MHC o D42-Gal4>UAS-TNPO3wt; UAS-IR-Tnpo-SR) y sTNPO3mut (morado; MHC o D42 -Gal4>UAS-
TNPO3mut; UAS-IR-Tnpo-SR). (D, H) Cuantificacidn relativa del porcentaje medio de area muscular por condicién
(n = 6). (I-P) Representaciones del mismo experimento que anteriormente con moscas de 15 dias de edad. Los
diagramas de barras representan las medias relativas a los genotipos control + SEM. ns: no significativo; *: p <
0.05, **: p < 0.01 segun prueba t de Student. Barra de escala: 100 um.

Para comprobar si la mutacion LGMDD2 en TNPO3 indujo fenotipos similares en diferentes
tipos de musculos de Drosophila, analizamos la morfologia de los misculos abdominales paralelos al
vaso dorsal. Dentro de la musculatura somatica de la mosca adulta, los musculos abdominales son
tubulares, con sarcémeros alineados lateralmente y contraccién sincrénica, a diferencia de los IFM,
que son musculos fibrilares 31, En concreto, analizamos los segmentos abdominales A4 ya que, tras la
diseccién, estas fibras permanecian expuestas e intactas. En la expresién dirigida al musculo, las
moscas sTNPO3mut de 15 dias de edad mostraron fibras musculares A4 significativamente mds
delgadas que las del control (27%; MHC>GFP) o las moscas sTNPO3wt (22%) (Fig. 14A-D).

Se observaron resultados similares tras la expresion en motoneuronas (Fig. 14E-H). Sin embargo, a
diferencia de los IFM, las moscas que expresan TNPO3wt en las motoneuronas, sobre un fondo
sensibilizado, también tenian fibras A4 significativamente mas delgadas (18%), mostrando un fenotipo

similar a la expresion muscular.
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Figura 14. Fenotipo atréfico en los musculos abdominales de moscas modelo LGMDD2. (A-C, E-G) Imagenes de
microscopia confocal representativas de secciones rostrocaudales del abdomen de moscas de 15 dias tefiidas
con faloidina (rojo). La expresidon de TNPO3 estaba bajo el control de los drivers MHC-Gal4 o D42-Gal4. El ancho
de la fibra muscular abdominal A4 se midié en controles (gris; MHC o D42-Gal4>UAS-GFP), moscas sSTNPO3wt
(naranja; MHC o D42-Gal4>UAS-TNPO3wt; UAS-IR-Tnpo-SR), y moscas sTNPO3mut (morado; MHC o D42 -
Gal4>UAS-TNPO3mut; UAS-IR-Tnpo-SR). (D, H) Cuantificacion del grosor de los musculos abdominales indicados
en cada condicién relativo a los controles (n = 6). Los asteriscos marcan el corazén de la mosca y las flechas, las
fibras A4 representativas. Los diagramas de barras representan las medias relativas a los correspondientes
controles = SEM. ns: no significativo, *: p < 0.05, **: p < 0.01 segun la prueba t de Student. Barra de escala: 50
pm.

En conjunto, la expresién dirigida de TNPO3mut al misculo y motoneuronas de Drosophila, en
un fondo silenciado para el ortélogo de mosca, reproduce la atrofia muscular de los pacientes con
LGMDD?2 tanto en los IFM, como en los musculos abdominales de las moscas de 15 dias. Pero, mientras
qgue los IFM son refractarios a la degeneracién muscular tras la expresion de TNPO3wt en las
motoneuronas, los musculos abdominales muestran una respuesta similar a la observada con la

expresion de TNPO3mut en motoneuronas.

3. Las moscas modelo LGMDD2 muestran una actividad locomotora reducida

Para evaluar las consecuencias funcionales de la expresion de TNPO3mut en musculos o
motoneuronas, sobre un fondo sensibilizado, cuantificamos la capacidad de escalada y vuelo de
moscas de 7 y 15 dias. Empezando por la expresion en musculo, a los 7 dias de edad las moscas
STNPO3wt y moscas sTNPO3mut mostraron una disminucion de la capacidad de escalada en
comparacién con las moscas control (yw; MHC; reduccion del 54% y 64%, respectivamente). No
obstante, en moscas de 15 dias de edad la reduccién significativa de esta capacidad locomotora sélo
ocurria con la expresion de TNPO3mut (Fig. 15A, B). En términos de vuelo, las moscas sTNPO3mut de
15 dias de edad mostraron una disminucidn significativa de la altura promedio de aterrizaje respecto
a las moscas control (MHC>GFP) y sTNPO3wt (Fig. 15C). Esto indica que la expresién de TNPO3mut en
los musculos de Drosophila, en un fondo sensibilizado, reduce la actividad locomotora de las moscas
con el tiempo de forma especifica.

La expresidon de TNPO3mut en las motoneuronas de mosca, en un fondo silenciado para su
ortdlogo, también disminuyé alrededor de un 85% la capacidad de escalada en comparacién con las
moscas control de 7 y 15 dias de edad (yw; D42) (Fig. 15D, E). Aunque las moscas sTNPO3wt también
presentaban una reduccién significativa de la velocidad de escalada a ambas edades, al comparar el
efecto de sSTNPO3mut frente a sSTNPO3wt hubo una reduccidn adicional en la velocidad de escalada.

Con respecto a la capacidad de vuelo, tanto las moscas sSTNPO3wt como las sSTNPO3mut de 15 dias
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mostraron una disminucion de la altura promedio de aterrizaje en comparacién con las moscas control

(D42>GFP). Esto indica que la sobreexpresion de TNPO3 en motoneuronas también afecta a la

capacidad de vuelo de las moscas. No obstante, cabe destacar que las moscas sSTNPO3mut tenian esta

capacidad de vuelo afectada de forma adicional (Fig. 15F). Por tanto, sobre un fondo sensibilizado, la

expresion de TNPO3mut en las motoneuronas de Drosophila también reduce la actividad locomotora

de las moscas.

Adicionalmente, también estudiamos estos fenotipos funcionales en la mosca modelo

LGMDD?2 tratada con ActD. Con ello observamos una mejora significativa tanto de la capacidad de

escalar como de volar (Fig. 15G, H).
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Figura 15. La actividad locomotora se ve afectada en las moscas modelo LGMDD2. Representacion de la
velocidad de escalada + SEM (80 < n < 100) de moscas control (gris; yw; MHC o D42-Gal4>UAS-GFP), moscas
STNPO3wt (naranja; MHC o D42-Gal4>UAS-TNPO3wt; UAS-IR-Tnpo-SR) y moscas sTNPO3mut (morado; MHC o
D42 -Gal4>UAS-TNPO3mut; UAS-IR-Tnpo-SR) de 7 (A, D) o 15 dias de edad (B, E). (C, F) Los graficos de los ensayos
de vuelo representan la distancia de aterrizaje alcanzada + SEM por moscas con los mismos genotipos anteriores
(80 < n < 100). (G, H) Representacion del ensayo de escalada y vuelo de moscas de 15 dias de edad que expresan
STNPO3mut bajo el control del driver MHC-Gal4, tratadas con ActD a 50, 200 u 800 nM o con DMSO al 0.1% como
vehiculo. Todos los datos se normalizaron a los valores obtenidos en la cohorte control correspondiente. ns: no
significativo; *: p < 0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001; ****: p < 0.0001 segun la prueba de t de Student y ANOVA
de una via.

En conjunto, los estudios de escalada y vuelo de Drosophila demuestran que el modelo de
mosca LGMDD?2 reproduce fenotipos de deterioro muscular similares a los descritos en los pacientes
con LGMDDZ2. Ademads, nuestros datos prueban que la pérdida de funcién muscular en la mosca
inducida por TNPO3mut ocurre con el tiempo, y esta pérdida de funcién puede estar relacionada con
la degeneracién muscular observada previamente. Ademas, el rescate de los fenotipos funcionales tras
el tratamiento con ActD, junto con los resultados previos de que el tratamiento con ActD reduce los
niveles de TNPO3, indican que TNPO3mut ejerce un efecto tdxico en el musculo de mosca (Fig. 14G,

H).

4. La expresion de TNPO3mut en Drosophila reduce la longevidad de las moscas

Para estudiar si la expresidon de TNPO3mut en un fondo sensibilizado tenia algun efecto sobre
la longevidad de las moscas obtuvimos sus curvas de supervivencia. Respecto a la expresion dirigida a
musculo, las moscas sSTNPO3mut mostraron una supervivencia significativamente menor a las de las
moscas sSTNPO3wt y moscas control (MHC>IR-bcd) y su vida mediana se redujo drasticamente, de 29 a
25 dias, en comparacién con ambas lineas control (Fig. 16A, B). Esto demuestra que el fenotipo de
longevidad reducida es especifico de la TNPO3mut. Con respecto a la expresidén en las motoneuronas,
hubo una reduccion significativa en supervivencia y en la vida mediana de las moscas sTNPO3mut (25
dias) frente a las moscas control (D42>IR-bcd; 30 dias). No obstante, la sobreexpresion de TNPO3wt
en motoneuronas de mosca también redujo ambos parametros, aunque este fenotipo fue mayor con

la expresion de TNPO3mut sobre el fondo sensibilizado (Fig. 16E, F).

Otro fenotipo relacionado con la longevidad de las moscas que estudiamos fue su desarrollo,
cuantificando el porcentaje de individuos que alcanzan la etapa de pupa y adulto. En general, las
moscas que expresan cualquiera de las construcciones tanto en el muisculo como en las motoneuronas

alcanzaron el estadio de pupa sin diferencias significativas. En términos de capacidad de eclosién de
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adultos, la expresién de TNPO3mut en el musculo, en un fondo sensibilizado, no afecté a este
parametro en comparacion con moscas sTNPO3wt y control (MHC>GFP) (Fig. 16C). Sin embargo, es
importante destacar que desde el dia 7 en adelante una proporcién de moscas sTNPO3mut
desarrollaron un fenotipo caracteristico de alas levantadas (Fig. 15D). Por el contrario, la expresién de
TNPO3mut en las neuronas motoras, en fondo sensibilizado, provocé una disminucién significativa de
la eclosidn de alrededor del 60% en comparacidon con moscas sTNPO3wt y control (D42>GFP) (Fig.
16G). De hecho, observamos varios ejemplos de moscas sSTNPO3mut que morian durante su desarrollo
dentro de las pupas maduras. Ademas, una alta proporcién de moscas que expresaban sTNPO3mut en

motoneuronas tenian un fenotipo de alas arrugadas desde la eclosion (Fig. 16H).
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Figura 16. Las moscas modelo LGMDD2 muestran defectos en supervivencia y eclosion. (A, E) Curvas de
supervivenciay (B, F) supervivencia media relativa de moscas control (gris; UAS-IR-bcd), sTNPO3wt (naranja; UAS-
TNPO3wt; UAS-IR-Tnpo-SR) y sTNPO3mut (morado; UAS -TNPO3mut; UAS-IR-Tnpo-SR) bajo el control de los
drivers MHC-Gal4 (A, B) o D42-Gal4 (E, F). Las curvas de supervivencia se representan como porcentaje de moscas
vivas (75 < n < 100). (C, G) Analisis de los individuos que emergen de las pupas de las condiciones indicadas tras
la expresion en musculo (C) o motoneuronas (G) (n = 75). En todos los casos, los diagramas de barras representan
la media relativa a los respectivos controles + SEM. ns: no significativo; **: p < 0.01; ****: p < 0.0001 segun la
prueba t de Student. (D, H) Imagenes representativas de moscas adultas sTNPO3mut: la expresidén en la
musculatura somatica provoca un fenotipo de alas levantadas (D), mientras que la expresion en las
motoneuronas conduce a moscas incapaces de emerger de las pupas y adultos con alas arrugadas (H).
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En resumen, la expresion de TNPO3mut en musculos en un fondo sensibilizado genéticamente
empeord, de forma especifica, la supervivencia. Este fenotipo también se produjo con la
sobreexpresién de TNPO3wt en motoneuronas, siendo potenciado por la expresion de TNPO3mut.
Ademads, TNPO3mut especificamente reduce la eclosidon de las moscas cuando se expresa en las

motoneuronas, afectando también la morfologia de las alas de las moscas.

5. La autofagia esta sobreactivada en las moscas modelo LGMDD?2 y el tratamiento con CQ

rescata los fenotipos musculares

En biopsias de musculo LGMDD2 se describe aumento de la autofagia /, por lo que analizamos
si nuestro modelo de mosca lo reproducia. Primero, evaluamos los niveles de expresidon de genes
relevantes involucrados en diferentes pasos de la formacién del autofagosoma *. En las moscas
sTNPO3mut observamos una expresion significativamente aumentada de transcritos Atg4, Atg8a y
Atgl12, en comparaciéon con las moscas sTNPO3wt, mientras que Atg7 y Atg9 permanecieron sin
cambios (Fig. 17A). La conjugacién de Atg8a con fosfatidiletanolamina y su desconjugacion por Atg4 es
un paso muy importante para el aislamiento, elongacién y/o cierre completo de la membrana durante
la formacién del autofagosoma. Atg8a estd presente tanto en las membranas internas como externas
de estas estructuras. Atgl2 estd presente en la membrana externa y también participa en la
conjugacidon de Atg8 con fosfatidiletanolamina y es fundamental en el proceso de elongacién vy
aislamiento de la membrana del autofagosoma 3.

Seguidamente, realizamos la tincidon LysoTracker en moscas modelo LGMDD2. LysoTracker es un
fluoréforo con alta selectividad para organelas acidas y, en consecuencia, un colorante para detectar
lisosomas y autofagolisosomas en digestién 32, Esta tincion especifica permitird corroborar si hay una
sobreactivaciéon de la autofagia en pasos posteriores o independientes a la formacién de los
autofagosomas. Concretamente, la tincion se hizo en cortes de térax de moscas sTNPO3wt (MHC-Gal4
UAS-TNPO3wt; UAS-IR-Tnpo-SR), moscas sSTNPO3mut (MHC-Gal4 UAS-TNPO3mut; UAS-IR-Tnpo-SR) y
moscas STNPO3mut tratadas, durante 15 dias desde su nacimiento, con un inhibidor del flujo
autofdgico bien caracterizado: Cloroquina (CQ) 3. Los resultados mostraron una fuerte sefial en
moscas sTNPO3mut sin tratar (H.0) con puntos brillantes repartidos por los IFM (Fig. 17C). Estos
puntos no se observaron en las moscas sTNPO3wt (Fig. 17B). Tras el tratamiento con CQ a 10y 100 uM
de las moscas modelo, la sefial roja punteada desaparecid recuperando un patrén similar al control de
la tincion (Fig. 17D, E). En conjunto, el aumento en la expresion de genes autofagicos y en la sefial de
LysoTracker en mosca modelo LGMDD2, corroboran que la expresién de TNPO3mut causa la

sobreactivacion de la autofagia.
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Por otro lado, nos propusimos estudiar si TNPO3mut tenia también efecto sobre el flujo
autofdgico de la mosca. Para ello utilizamos el reportero GFP:Atg8a, una herramienta ampliamente
utilizada para monitorear la degradacidn autofagica (o flujo autofagico) en Drosophila en los diferentes
compartimentos a lo largo de la via autofagica **13%. El reportero GFP:Atg8a marca el autofagosoma
s6lo antes de su fusién con el lisosoma para formar el autolisosoma, ya que GFP se extingue
rapidamente en un ambiente acido *. De manera que, mediante inmunofluorescencia, la induccién
de autofagia se puede cuantificar en funcidn de la cantidad de los puntos verdes. Sin embargo, la
monitorizacién de GFP:Atg8a no determina el flujo a menos que se utilice junto con inhibidores de la
fusion y/o degradacidn lisosomal, como CQ 2. Entonces, probamos el efecto de la CQ en moscas que
expresan sTNPO3mut y el reportero GFP:Atg8a bajo el control del driver MHC-Gal4 (MHC-Gal4 UAS-
TNPO3mut; UAS-GFP: Atg8a UAS-IR-Tnpo-SR), en lo sucesivo denominadas como moscas sTNPO3mut;
GFP:Atg8a. Las moscas sSTNPO3mut; GFP:Atg8a recién nacidas se trataron con CQ a 10 o 100 pM
durante 15 dias y se comparé la sefial GFP de sus torax con la de moscas sSTNPO3mut; GFP:Atg8a sin
tratar (H,0). Como control del efecto especifico de la TNPO3mut se utilizd MHC-Gal4 UAS-TNPO3wt;
UAS-GFP: Atg8a UAS-IR-Tnpo-SR, en lo sucesivo denominadas sTNPO3wt; GFP:Atg8a (Fig. 17F-l). Las
moscas sTNPO3mut; GFP:Atg8a sin tratar mostraron una sefial fluorescente de GFP mas alta que
sTNPO3wt; GFP:Atg8a, indicando un aumento anormal de la autofagia en los musculos que expresan
TNPO3mut. Las moscas sTNPO3mut; GFP:Atg8a tratadas con CQ a 10 uM redujeron ligeramente la
sefial fluorescente en comparacion con las moscas no tratadas, y las moscas tratadas con 100 uM de
CQ redujeron significativamente este fenotipo patoldgico (Fig. 17F-J).

Un ensayo adicional de flujo autofadgico es monitorear la escision dependiente de autofagia de
Atg8:GFP. En los autolisosomas, las hidrolasas lisosomales se encargan de cortar Atg8a:GFP, liberando
a GFP, que permanece en las células debido a su estructura globular y compacta que le confiere mayor
resistencia. En consecuencia, GFP libre se puede cuantificar mediante western blot 1%, Este anélisis
mostré una mayor cantidad de GFP libre en sSTNPO3mut; GFP:Atg8a en comparacion con sTNPO3wt;
GFP:Atg8a, que se redujo significativamente con CQ a 100 uM (Fig. 17K). Estos datos confirman que el
flujo autofagico esta significativamente aumentado en las moscas modelo LGMDD2 y que la inhibicidn

de la autofagia por CQ restaurd el flujo autofagico normal.
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Figura 17. El flujo autofagico estd aumentado en moscas modelo LGMDD2 con un fondo sensibilizado. (A)
Cuantificacidn por gRT-PCR de la expresion de genes implicados en autofagia en moscas sTNPO3wt (naranja;
MHC-Gal4>UAS-TNPO3wt; UAS-IR-Tnpo-SR) y moscas sSTNPO3mut (morado; MHC-Gal4>UAS-TNPO3mut; UAS-IR-
Tnpo-SR). La expresion se normalizé a Rp49 (n = 3). (B-E) Imagenes representativas de la tincién con LysoTracker
(rojo) de IFM de moscas sTNPO3wt y sTNPO3mut, tratadas con H20 o con CQ a 10 o 100 uM. Barra de escala: 40
pum. (F-1) Imagenes representativas de la inmunodeteccidn del reportero GFP (verde) en los IFM de sTNPO3wt;
GFP:Atg8a (MHC-Gal4 UAS-TNPO3wt; UAS-GFP:Atg8a UAS-IR- Tnpo-SR, C) y moscas STNPO3mut; GFP:Atg8a
(MHC-Gal4 UAS-TNPO3mut; UAS-GFP:Atg8a UAS-IR-Tnpo-SR), alimentadas con comida suplementada con H20,
como vehiculo, o con las concentraciones indicadas de CQ. Barra de escala: 20 um. (J) Cuantificacion relativa de
la sefial GFP a partir de imagenes de las condiciones de F-I: sSTNPO3wt; GFP:Atg8a (naranja); sTNPO3mut;
GFP:Atg8a sin tratar (H20; morado), y tratadas con CQ (azul) (n = 15). (K) Membranas de western blot y
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cuantificacién de extractos proteicos de moscas con los genotipos y condiciones de F-J con los anticuerpos
indicados (n = 3). La expresion de tubulina se utilizé como control endégeno. Los nicleos de las células en ambas
tinciones fluorescentes se contrastaron con DAPI (azul). Los graficos de barras representan las medias relativas
a los correspondientes controles + SEM. ns: no significativa; *: p < 0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001; ****: p <
0.0001 segun la prueba t de Student.

Dado que el catabolismo excesivo por degradacién autofdgica podria explicar la atrofia
muscular en pacientes con LGMDD2, estudiamos el efecto del tratamiento con CQ sobre la atrofia
muscular en las moscas modelo. Primero comparamos los resultados de moscas sTNPO3mut tratadas
con CQ a 10 o 100 uM durante 15 dias desde su nacimiento, con moscas sSTNPO3mut no tratadas y
moscas sSTNPO3wt (Fig. 18A-D). Mientras que no se detectd ningln efecto sobre el drea de los IFM en
moscas sSTNPO3mut tratadas con CQ a 10 uM, las secciones de moscas modelo tratadas con CQ a 100
KM mostraron un area de IFM significativamente mayor, similar al drea de las moscas sTNPO3wt (Fig.
18E). Por tanto, la administracion oral de CQ a las moscas modelo de LGMDD2 logré rescatar el

fenotipo atréfico causado de forma especifica por la TNPO3mut.

Para determinar si este rescate del area muscular por CQ se correlacionaba con una mejora de
la locomocién de las moscas, estudiamos la capacidad de vuelo en moscas de 15 dias de edad (Fig.
18F). Las moscas sTNPO3mut sin tratar mostraron una disminucién de su capacidad de vuelo al
compararlas con moscas sTNPO3wt, corroborando el fenotipo especifico de la mutaciéon. En cambio,
las moscas sSTNPO3mut tratadas durante 15 dias con CQ a 100 puM mejoraron su capacidad de vuelo
un 47% en comparacién con las moscas modelo no tratadas. Teniendo en cuenta que las moscas
modelo mostraron un fenotipo de longevidad reducida, estudiamos también el efecto de la CQ durante
la vida adulta en moscas sTNPO3mut (Fig. 18G). Si bien no se detectd ninglin impacto en la
supervivencia de los individuos tratados, se observd un claro efecto beneficioso en la vida mediana de
las moscas modelo en funcidon de la dosis de CQ. Especificamente, este parametro en moscas
STNPO3mut se prolongd 4 y 7 dias después del tratamiento con CQ a 10 y 100 uM, respectivamente.
Ademas, las alas de estas moscas se observaron diariamente y se detectd una reduccién en el fenotipo

de alas levantadas en las moscas tratadas con CQ a 100 uM (Fig. 18H).
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Figura 18. Los fenotipos relacionados con LGMDD2 mejoran con la inhibicion de la autofagia con CQ. (A-D)
Secciones dorsoventrales de térax embebidos en resina, de moscas sTNPO3wt (MHC-Gal4>UAS-TNPO3wt; UAS-
IR-Tnpo-SR) y moscas modelo LGMDD2 (MHC-Gal4>UAS-TNPO3mut; UAS-IR-Tnpo-SR) tratadas con disolvente
(H20) o CQ en las concentraciones indicadas. Barra de escala, 100 um. (E) Cuantificacion relativa del porcentaje
medio del area muscular + SEM de las condiciones anteriores (n = 6). (F) Grafico de ensayos de vuelo que
representa la distancia media de aterrizaje relativa al control £ SEM, alcanzada por moscas sTNPO3wt o moscas
modelo LGMDD?2 tratadas con H.0 o CQ a 100 uM (80 < n < 100 en ambos casos). (G) Curvas de supervivencia en
las mismas condiciones experimentales que las descritas en F (n = 100). (H) Andlisis del porcentaje de moscas
modelo tratadas con H20, CQ a 10 o 100 uM con el fenotipo de alas levantadas en los tiempos indicados (n =
100). ns: no significativa; *: p < 0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001 seglin prueba ANOVA de una via.

En conjunto, tras la caracterizacidn del primer modelo animal de LGMDD2 podemos concluir
que mientras que la expresion de TNPO3mut en Drosophila generd fenotipos menores, el
silenciamiento simultaneo de Thpo-SR enddgeno los potencid significativamente, dando lugar a atrofia
muscular, afectacion de la capacidad locomotora, reduccién de la longevidad y sobreactivacién de la
autofagia, siendo todos ellos defectos similares a los observados en pacientes LGMDD2. Es importante
destacar que estos fenotipos no se detectaron al sobreexpresar TNPO3wt en un fondo silenciado para
Thpo-SR o fueron mas débiles, apoyando asi la especificidad de las alteraciones. Por lo tanto, nuestros
datos demuestran que los 15 aminodcidos adicionales en TNPO3mut son suficientes para reproducir
la enfermedad en Drosophila. Ademas, se demuestra que los fenotipos son reversibles con el inhibidor
de la autofagia CQ, ya que rescata parcialmente el fenotipo atréfico y la funcion muscular de las moscas

modelo.
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Objetivo 2: Identificar compuestos con potencial terapéutico en el modelo de LGMDD2 en

Drosophila

1. La expresion dirigida de TNPO3mut a las motoneuronas de Drosophila altera el splicing

de SMIN2

La LGMDD2 no tiene tratamiento eficaz actualmente. Por ello decidimos utilizar el modelo en
Drosophila no solo para conocer mejor esta distrofia, sino también como herramienta para probar
diferentes estrategias terapéuticas en un modelo in vivo de la enfermedad. Concretamente, hemos
realizado un rastreo de fdrmacos en las moscas que expresan sTNPO3mut. El rastreo aprovecha el uso
de la automatizacion del laboratorio para ensayar rapidamente la actividad biolégica/bioquimica de
un gran numero de compuestos diferentes e identificar compuestos activos que modulen una via
patoldgica especifica °. Ademads, estos compuestos identificados pueden aportar ideas relevantes
sobre los mecanismos fisiopatolégicos implicados en la LGMDD2. Como ya vimos en el Objetivo 1 de
la presente tesis, la expresiéon de TNPO3mut tanto en musculo como en motoneuronas de mosca,
sobre un fondo sensibilizado, reproduce fenotipos claves de la LGMDD2 en Drosophila. Ademas, el
modelo de LGMDD2 en motoneuronas presenta un fenotipo de viabilidad, que inicialmente pensamos
qgue podria servir como ventana terapéutica sobre la que evaluar el efecto de los farmacos. Sin
embargo, dada la variabilidad en los resultados y la dificultad para mantener las condiciones nos vimos

obligados a disefiar un nuevo formato de rastreo.

Tras probar diferentes fenotipos, temperaturas, edad y sexo, conseguimos seleccionar las
mejores condiciones para realizar el rastreo en la mosca. Decidimos utilizar una linea de Drosophila
que expresa el minigen SMN2 fusionado con el reportero luciferasa en motoneuronas: D42-Gal4>UAS-
SMN2:luciferase (abreviado como D42>SMN2:luc) *®. Esta linea fue generada previamente en el
laboratorio para realizar un rastreo de farmacos que pudieran ser reposicionados como tratamiento
para la AME. Brevemente, la AME estd causada por mutaciones en el gen SMN1, que codifica la
proteina SMN (survival of motor neuron). En humanos se expresa también el gen SMN2 que incluye el
exon 7 de forma regulada por factores de la familia SR, y en ese caso puede compensar la falta de
SMIN1 8137 En las moscas D42>SMN2:luc generadas, el minigen SMN2, fusionado con el reportero
luciferasa, incluye el exdn 7 flanqueado por dos exones constitutivos, de forma que cuanto mayor sea
la inclusion del exdn 7 de SMIN2, mayores serdn las lecturas de luminiscencia (Fig. 19A). Esta inclusién
del exdn 7 viene regulada por la presencia en el nucleo del factor SRSF1 de la familia de proteinas SR,

que son un cargo tipico de TNPO3 1%,
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Cuando cruzamos la linea D42>SMN2:luc con la linea sSTNPO3mut, vimos que la descendencia crecida
a 25 °C producia una seinal significativamente menor de luminiscencia respecto a la seiial obtenida con
la descendencia del cruce con la linea sSTNPO3wt (50-60%) (Fig. 19B). Este fenotipo de luminiscencia
alterada demostroé la capacidad del reportero para diferenciar la actividad de TNPO3 funcional frente
a la afectada por la mutacidn, constituyendo una ventana significativa de rastreo. Esto puede deberse
a que la mutacion de TNPO3 interfiere con su funcidn de translocacidn de las proteinas SR al nucleo
de las células. De hecho, se ha visto que la mutacién causante de la LGMDD2 provoca la acumulacién
perinuclear de la transportina 128, lo cual podria estar afectando a su propia funcién de transporte.
Esto explicaria que, si las proteinas SR (como SRSF1) no entran al nucleo celular, no promueven la
inclusion del exon 7 de SMIN2 y, entonces, no se expresa el reportero luciferasa porque queda fuera

de pauta (Fig. 19C).
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Figura 19. El minigen SMN2 fusionado con el reportero luciferasa sirve para el rastreo farmacolégico en las
moscas modelo LGMDD2. (A) Imagen adaptada de Koniezcny 2019 del patrén de empalme del minigen SMN2:luc
expresado en las motoneuronas de Drosophila (moscas D42>SMN2:luc) 1. El analisis del producto de PCR del
minigen SMN2:luc mostré dos isoformas: una que incluye el Ex7 y que conduce a la traduccién de luciferasa
funcional (recuadro amarillo), y otra donde hay una exclusién del Ex7 (A7; banda inferior), que impide la
generacion de luminiscencia (recuadro gris). (B) Lecturas de luminiscencia de moscas D42>SMN2:luc que
coexpresan las versiones indicadas del transgén TNPO3, en un fondo silenciado para su ortdlogo. El grafico de
barras muestra la media + SEM. ***: p <0.001 (prueba t de Student). (C) Esquema simplificado de la hipdtesis de
que las moscas LGMDD?2 tienen afectada la expresion del reportero luc de forma dependiente de TNPO3mut.
Imagen hecha con Biorender.com
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2. Cribado farmacolégico en el modelo de LGMDD2 en Drosophila

Siendo conscientes de la baja prevalencia que tiene la LGMDD2 decidimos realizar el rastreo
de moléculas pequefias y compuestos naturales ya comercializados sobre el modelo de Drosophila,
para asi evitar los tiempos y costes que implica el desarrollo de farmacos generados de novo %. Para
ello, se ha evaluado el efecto de los compuestos sobre el fenotipo de luminiscencia comentado
anteriormente. Antes de iniciar el rastreo, la concentracién maxima de disolvente no tdxico para
moscas adultas se establecid en el 0.1%. Puesto que las quimiotecas de compuestos probados estan
disueltas en 100% DMSO a una concentracion de 5 mM, la concentraciéon mas alta posible para nuestro
rastreo era de 5 uM. En total se ha evaluado el efecto de 1.400 compuestos. Brevemente, las larvas L1
se sembraron en placas que contenian un compuesto diferente en cada pocillo disuelto en medio
nutritivo estandar. Las moscas se desarrollaron a 25 °Cy a los 2-3 dias de edad adulta se realizaron las
lecturas de luminiscencia del homogenizado de cada pocillo. Una de las ventajas de usar la linea
recombinante D42>SMN2:luc fue que no se necesita seleccién de moscas segln sexo, ya que todas

tienen el mismo genotipo y expresan por igual el transgén UAS.

Primero de todo, validamos la ventana de rastreo significativa de cada placa, comparando
estadisticamente mediante la prueba de t de Student, los valores de luminiscencia de las moscas que
expresaban sTNPO3mut, sobre el fondo sensibilizado, frente a los valores de las moscas sTNPO3wt.
Tras validar cada placa, la sefial de luminiscencia en las moscas modelo tratadas con cada compuesto
se normalizé respecto a la media de la seiial de las moscas no tratadas de su correspondiente placa. El
analisis de los datos se basé en los cambios de la sefial de luminiscencia normalizada y el valor de
significancia calculado para cada compuesto. La representacion de estos valores se abordé mediante
un grafico de tipo volcdn, donde las coordenadas Y de cada punto representan el valor de significancia
(P-value), y las coordenadas X son el correspondiente Fold Change (FC) de las lecturas de luminiscencia
normalizadas (Fig. 20A). Estableciendo los valores para el cambio de luminiscencia a partir de 1 (log:
| FC| diferente a 0) y con un maximo P-valor = 0.05 (—-logio | P-value| = 1.3), el volcano plot sirvié para
identificar los cambios significativos de una gran cantidad de datos. Ademas, esta representacion
muestra no sélo compuestos que mejoran (36%) el fenotipo de luminiscencia, sino también
compuestos que lo empeoran (24%), que podrian dar pistas sobre la patologia a partir del mecanismo
de accion de cada uno. De hecho, uno de los compuestos que empeoran significativamente el fenotipo
de luminiscencia actia como antagonista de los receptores de glutamato NMDA, cuyo efecto puede

relacionarse con la autofagia *. Con todo, tras el cribado de mas de 1.400 compuestos hemos
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identificado 9 compuestos positivos, debido a que mejoran el fenotipo de forma significativa, y los

proponemos como candidatos para el reposicionamiento de farmacos en LGMDD2 (Fig. 20B).

B
Compound | Fold Change P-value
BO6 2,00 0,00
3 H09 1,80 0,01
E08 1,78 0,02
co3 2,52 0,02
HO7 1,77 0,02
2 . G03 1,59 0,02
D04 2,64 0,03
N E03 1,75 0,03
. D06 1,51 0,04
1 : . F10 1,47 0,06
A06 1,42 0,06
B04 2,25 0,06
. E04 1,51 0,07
D07 1,84 0,08
L ;o4 1,43 0,08
G02 1,86 0,08
Log, (Fold Change) A04 1,79 0,08
G03 1,67 0,09
D11 1,83 0,09

Figura 20. Rastreo farmacoldgico en el modelo en Drosophila de LGMDD2. (A) Volcano plot que representa las
lecturas de luminiscencia de las moscas sTNPO3mut que expresan la construccion SMN2:luc tratadas con
diferentes compuestos, normalizadas frente a las moscas del mismo genotipo sin tratar. Las lineas negras indican
logz (Fold Change) = 0 en el eje X, —logio (P-value) = 1.3| en el eje Y, que son los umbrales de Fold Change y de
significancia para identificar los farmacos que generan un efecto significativo sobre la luminiscencia. Los 7 puntos
morados son los compuestos que tienen un efecto negativo sobre la luminiscencia de las moscas; mientras que
los puntos verdes indican los 9 compuestos con efecto positivo. (B) Tabla de compuestos positivos ordenados
segun P-valor ajustados de mayor a menor. En verde se marcan los estadisticamente significativos (P-value <
0.05). Los P-valor se ajustaron realizando uan prueba t multiple con la correccién del FDR al 5%, segun el método
de Benjamini-Hochberg.
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Objetivo 3: Caracterizar mioblastos inmortalizados derivados de paciente y evaluar el potencial

terapéutico de la edicion de la mutacion LGMDD2 mediada por CRISPR-Cas9.

1. La expresion de TNPOS3 se restaura a niveles basales en mioblastos derivados de

paciente corregidos con CRISPR-Cas9

Para avanzar con el reposicionamiento de los farmacos candidatos identificados en el modelo
de LGMDD?2 de Drosophila, resultaba imprescindible disponer de un modelo celular. Al inicio de esta
tesis, el Instituto de Miologia de Paris habia inmortalizado una linea de mioblastos primarios
procedente de una biopsia de un paciente con LGMDDZ2, cedida por el grupo de Patologia
Neuromuscular y Ataxias del IIS La Fe, dirigido por el Dr. Vilchez. En colaboracidn con el grupo del Dr.
Vilchez llevamos a cabo la caracterizacion a nivel fenotipico y molecular de la linea LGMDD2
inmortalizada enferma y tras la edicién génica de la mutacién c.2771delA en TNPO3. Si la edicién génica
corrige la mutacion de forma eficiente, esta linea de mioblastos editados podria servir como control
isogénico para futuros estudios in vitro. Con todo, el presente objetivo fue estudiar diferentes
fenotipos asociados a la distrofia en las tres lineas celulares siguientes: mioblastos inmortalizados
derivados de un control sano (abreviado como CNT), mioblastos inmortalizados de LGMDD2 (LGMDD?2)
y mioblastos inmortalizados de LGMDD2 genéticamente editados (LGMDD2 GE).

La necesidad de inmortalizar los mioblastos primarios LGMDD2 se planted debido a las
limitaciones que supone trabajar con células primarias, como el bajo potencial proliferativo y la poca
disponibilidad de estos cultivos. Los mioblastos LGMDD2 primarios se inmortalizaron co-
transduciéndolos con los transgenes hTERT y Cdk-4 7. La sobreexpresion de estos transgenes en los
mioblastos inmortalizados LGMDD2 se confirmd mediante un andlisis que realizé el colaborador
bioinformatico Jorge Espinosa, comparando los datos del RNA-seq de estos mioblastos inmortalizados
LGMDD2 con los de mioblastos primarios control, disponibles de experimentos independientes.
Concretamente, en los mioblastos inmortalizados LGMDD2 se encontraron 184,13 y 182,89 transcritos
por millén (TPM) de hTERT y Cdk-4, respectivamente, versus 6,47 y 0 TPM en mioblastos primarios
control. También validamos la identidad de las células inmortalizadas LGMDD?2, sin ambigliedades,
analizando un perfil de STR. El perfil STR de la linea primaria e inmortalizada muestra los mismos 16
STR en los loci analizados (Fig. 21A). Por ultimo, se analizé el potencial de proliferacion de ambas lineas
alas 24, 48,72y 96 h (Fig. 21B), confirmando que la linea inmortalizada proliferaba significativamente
mas que la primaria. En conjunto, estos datos validan esta linea de mioblastos inmortalizados como
un modelo celular de la LGMDD2, ya que proviene de un paciente y con la que se podra trabajar de

forma ilimitada.
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A Cell line B
Loci Primary| Immortalized
D351358 | 17,18 17,18
THO1 7.7 7,7 s
D21511 | 28,30 28,30 g e
D18s51 | 13,15 13,15 8 2.0- - Imm.
Penta E 10,15 10,15 = . Prim.
D55818 | 10,11 10,11 S 1.5-
D13s317 | 12,12 12,12 ®
D75820 | 10,11 10,11 £ 1.0- Rl
D165539 | 11,12 11,12 o
CSFIPO | 10,10 10,10 2 051
PentaD | 12,12 12,12 S 00
Amelogenin| XY XY ’ o 2'4 4I8 7'2 9I6
vWA 16,18 16,18 .
D8s1179 | 14,15 14,15 Time (h)
TPOX 8,8 8,8
FGA 20221 202721

Figura 21. Validacidén de la linea de mioblastos inmortalizados LGMDD?2. (A) Perfil STR de mioblastos LGMDD2
primarios e inmortalizados. Los nimeros indican el nimero de repeticiones por alelo en el locus correspondiente
en las lineas celulares indicadas. (B) Curvas de absorbancia a 490 nm, correspondientes a la cantidad de
formazan, que representan el potencial de proliferacion celular de los mioblastos LGMDD2 primarios (Prim.) e
inmortalizados (Imm). Las medidas se tomaron a las 24, 48, 72 y 96 h de cultivo. Los asteriscos indican diferencias
significativas en las comparaciones entre ambas lineas en cada momento. #**: p < 0.001; ****: p < 0.0001, segun
prueba t de Student.

Puesto que estudios en biopsias de pacientes LGMDD2 y en el modelo de Drosophila
demostraron que la proteina TNPO3 estaba regulada al alza '8, el primer paso en la caracterizacién del
modelo celular fue cuantificar la expresion de TNPO3. Concretamente, se midieron los niveles de
MRNA y proteina en las tres lineas celulares a los 0, 4 y 7 dias de diferenciacién (Fig. 22A-B). En las
células control, los transcritos de TNPO3 aumentaron a medida que las células se diferenciaban en
miotubos, alcanzando casi el doble de expresion en el dia 7 que en el dia 0 (P = 0.0071; Fig. 22A). Este
efecto no fue tan evidente para la proteina, aunque se observé una tendencia (Fig. 22B). En miotubos
LGMDD?2, cuantificamos una sobreexpresién de TNPO3 en mRNA y proteina, que pasaron de 1.5 a 3
veces en comparacion con el control, respectivamente. Ademas, en las células editadas, los niveles de
TNPO3 disminuyeron al nivel de los miotubos control en todas las condiciones evaluadas.
Seguidamente, mediante western blot, comprobamos la especificidad del anticuerpo anti-TNPO3mut
disefado para detectar los 15 aminodcidos propios de la mutacién c.2771delA. Esto se consiguid
incubando extractos de células control y LGMDD2 con el suero pre-inmune y el anti-TNPO3mut y sélo
detectando una banda de, aproximadamente 100 kDa, en los mioblastos LGMDD2 (Fig. 22C). Después,
corroboramos la especificidad del anticuerpo al analizar las tres lineas de mioblastos inmortalizados y

no detectar la banda correspondiente a TNPO3mut ni en las células sanas ni en las editadas con CRISPR.
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Ademas, los niveles de expresion de TNPO3mut en las células enfermas no cambiaron

significativamente a lo largo de la diferenciacidn en miotubos (Fig. 22D).

LGMDD2
Figura 22. Los fenotipos causados por TNPO3mut se restauran en células corregidas con CRISPR-Cas9. (A)

Cuantificacion de TNPO3 por gRT-PCR en mioblastos control (CNT; gris), LGMDD2 (LGMDD2; morado) y
mioblastos LGMDD?2 editados con CRISPR-Cas9 (LGMDD2 GE; azul). Se cuantificé TNPO3 en células diferenciadas
0, 4 o 7 dias y se normalizé frente a la media de los niveles de expresidn de los genes constitutivos GAPDH, GPl y
HPRT1. Todos los valores se relativizaron a los de CNT 0 dias (linea discontinua) (n = 3). (B) Membranas
representativas de western blot y cuantificacion de TNPO3. Para normalizar los niveles de proteina se utilizé -
actina como control enddgeno (n = 3). (C) Membranas de western blot de TNPO3mut en mioblastos CNT y
LGMDD?2 diferenciados 7 dias. Las membranas se incubaron con suero preinmune (prebleed, PB) y anti-
TNPO3mut (final bleed, FB) en las mismas condiciones. (D) Membranas de western blot y cuantificacion de
TNPO3mut en las mismas condiciones descritas en A (n = 3). Los valores se normalizaron a la sefial detectada en
células LGMDD?2 en el dia 0 de diferenciacién. En todas las membranas se muestran los tamafos del peso
molecular en kDa. Los graficos de barras muestran la media = SEM. ns: no significativo; *: p < 0.05; **: p < 0.01;
**%:p <0.001; ****: p < 0.0001 segun la prueba ANOVA de una via.

En biopsias de pacientes LGMDD2 se habia identificado una sefal citoplasmatica de TNPO3
mds débil y desorganizada respecto a la sefial de biopsias control 1%°. Para evaluar este fenotipo sobre
la localizacion subcelular en nuestro modelo in vitro, realizamos inmunodetecciones de TNPO3
(mutante y normal) con un anticuerpo policlonal a los 0 y 7 dias de diferenciacién (Fig. 23A-F).
Observamos sefales puntiformes nucleares y citopldsmicas en las células control y modelo a ambos
tiempos de diferenciacién, siendo una sefial mas débil en las células enfermas. Esto coincide con las

observaciones en biopsias LGMDD?2 y podria relacionarse con la deficiente funcion de TNPO3. Ademas,
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tras la correccidn de la mutacidn por CRISPR, el patrén e intensidad de TNPO3 era similar al de células
control.

La TNPO3 actua transportando proteinas SR al nucleo, las cuales estan involucradas en el splicing vy,
también, en la estabilidad y traduccién del mRNA entre otras funciones 24!, Teniendo en cuenta lo
anteriormente comentado y dadas las similitudes en los fenotipos relacionados con la debilidad
musculary la atrofia entre la DM1y LGMDD2 **?, hipotetizamos que el splicing alternativo del gen que
codifica para la isoenzima PKM (pyruvate kinase M) podria estar alterado en LGMDD2. Brevemente, el
uso mutuamente excluyente del exdn 9 o 10 produce las variantes de transcripcién PKM1 o PKM2,
respectivamente. PKM2 se induce especificamente en pacientes con DM1 y se ha sugerido que afecta
la homeostasis metabdlica y causa déficits de energia asociados con debilidad y desgaste muscular 43,
Con todo, analizamos este splicing en el modelo celular de LGMDD2 y encontramos niveles
significativamente mayores de isoforma PKM2 respecto a las células control. Los niveles aumentados

de PKM2 se restablecieron tras la edicidén por CRISPR (Fig. 23G). Por lo tanto, nuestros datos respaldan

gue el splicing alternativo esta alterado en la LGMDD2, al menos en el gen PKM.
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Figura 23. Los fenotipos causados por TNPO3mut se restauran en células corregidas con CRISPR-Cas9. (A-F)
Imagenes representativas de inmunodeteccion de TNPO3 (verde) en las tres lineas de mioblastos a dia 0 (A-C,
respectivamente) y a 7 dias de diferenciacién (D-F). Los nlcleos se tifieron con DAPI y la barra de escala es de 20
pum. (G) Geles de agarosa de analisis semicuantitativos de RT-PCR de las isoformas de PKM y porcentaje de mRNA
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de PKM1y PKM?2 en las células indicadas. Los graficos de barras muestran la media + SEM. *: p < 0.05; ***: p <
0.001; segun la prueba ANOVA de una via.

Cabe destacar que todos estos ensayos se realizaron con un Unico clon de mioblastos LGMDD2
editados con CRISPR-Cas9. Pero, posteriormente, evaluamos la ediciéon por CRISPR de seis clones
adicionales para asi poder confirmar el potencial terapéutico de la edicién génica en LGMDD2. Con ello
validamos el efecto de restauracion de los niveles de TNPO3 total tras la edicion de la mutacidén en los
seis clones adicionales corregidos por CRISPR (Fig. 24A-B), y tampoco detectamos la proteina

TNPO3mut en ninguno de estos seis clones editados (Fig. 24C).
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Figura 24. Los resultados obtenidos para LGMDD2 GE se confirman en lineas de mioblastos editados
adicionales. (A, B) Cuantificacién y membranas de western blot de TNPO3 en mioblastos control (CNT; gris),
LGMDD2 (LGMDD2; morado) y seis lineas celulares editadas con CRISPR-Cas9 (LGMDD2 GE 2-7; azul). Todos los
valores se normalizaron a la condicion CNT (linea discontinua). (C) Membranas de western blot para la deteccién
de TNPO3mut en las mismas condiciones descritas en A. En ambas inmunodetecciones se usé B-actina como
control enddgeno y a la derecha se indica el peso molecular en kDa (n = 3). El grafico de barras muestra la media
+ SEM y la tabla los resultados de la prueba ANOVA de una via. ns: no significativo; *: p < 0.05; **: p < 0.01; ***:
p < 0.001.

2. La edicion génica por CRISPR-Cas9 rescata las alteraciones de la proliferacion vy

diferenciacion de los mioblastos LGMDD2

En LGMDD2 podria haber una alteracion de la capacidad proliferacion de los miotubos tal y
como se ha visto en otras LGMD “°. Por ello, el primer fenotipo funcional que se evalué de los
mioblastos LGMDD?2 fue el potencial de proliferaciéon. Los resultados del ensayo de MTS confirmaron

un aumento significativo de la proliferacién en las células modelo en todos los puntos temporales
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analizados. En cambio, en las células editadas con CRISPR-Cas9 se observo un rescate del potencial de

proliferacion a las 24, 48 y 72 h (Fig. 25).

—— CNT
—-— LGMDD2
>0 —~ LGMDD2 GE LGMDD?2 |LGMDD2 GE
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Figura 25. La edicidn génica por CRISPR-Cas9 restaura el potencial de proliferacion de los mioblastos LGMDD2.
Curvas de absorbancia a 490 nm, correspondientes a la cantidad de formazan, que representan el potencial de
proliferacion celular de mioblastos inmortalizados control (CNT), enfermos (LGMDD?2) y editados genéticamente
(LGMDD2 GE). Las medidas se tomaron a las 24, 48, 72 y 96 h de cultivo. Los asteriscos de la tabla indican
diferencias significativas en las comparaciones entre ambas lineas en cada momento. ns: no significativo; #*: p
<0.001, ****: p < 0.0001, segun prueba t de Student.

Seguidamente, dado que la capacidad de diferenciacién de las células musculares esta alterada
también en otras LGMD y en diferentes trastornos neuromusculares 119144 decidimos estudiarla en
mioblastos LGMDD2. Para abordar los cambios en la fusién de mioblastos y el diametro de los
miotubos asociados a LGMDD2, realizamos una inmunotincion de Desmina en las tres lineas celulares
a 0y 7 dias de diferenciacioén (Fig. 26A-F). Brevemente, la Desmina es el mayor filamento intermedio
de tipo Ill, especifico de musculo, esencial para una correcta estructura y funcién muscular *. La
inmunotincién de Desmina de células indiferenciadas no mostrd diferencias entre las tres lineas
celulares, ya que no se detectd fusion. En miotubos LGMDD2 diferenciados durante 7 dias, ambos
parametros se redujeron significativamente a la mitad en comparacién con los controles; mientras que
las células corregidas con CRISPR recuperaron parcialmente la capacidad de fusién y el diametro (Fig.

26G, H, respectivamente).
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También realizamos inmunotinciéon de MHC en las mismas células diferenciadas 7 dias (Fig. 26I-L). La
MHC es la proteina motora de los filamentos gruesos del musculo, y su inmunodeteccidn sirve como
marcador de la diferenciacion tardia de miotubos *°. Nuestros analisis confirmaron la alteracién de la
diferenciacion muscular terminal de las células LGMDD2, en las que menos del 10% de los nucleos
correspondian a células positivas para la tincién con MHC (MHC*), en comparacion con el 65% en los
miotubos control. Similar al indice de fusién y didmetro de los miotubos, la edicion CRISPR de la
mutacion fue suficiente para mejorar significativamente este fenotipo, mostrando el doble de nucleos

de miotubos MHC* que en las células enfermas (Fig. 26L). Se obtuvieron resultados similares de ambas

inmunodetecciones con otros seis clones editados (Fig. 27).
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Figura 26. La edicion génica por CRISPR-Cas9 mejora los defectos de diferenciacion de los mioblastos LGMDD2.
(A—F) Imagenes representativas de inmunofluorescencia de Desmina (verde) en mioblastos control (CNT, A, D),
LGMDD?2 (B, E) y mioblastos LGMDD2 editados con CRISPR-Cas9 (LGMDD?2 GE; C, F) a dia 0 (A—C) y 7 (D-F) de
diferenciacién. (G, H) Cuantificacion del indice de fusidn miogénica y didametro de miotubos de las lineas celulares
anteriores. (I-K) Micrografias representativas de inmunofluorescencia de MHC (verde) de las mismas lineas de
mioblastos al séptimo dia de diferenciacién. (L) Cuantificacion del porcentaje de nucleos dentro de las células
tefiidas con MHC (MHC*) en cada condicidn. Los nucleos se tifieron con DAP! y las barras de escala son de 40 um
en ambas inmunodetecciones. Todos los datos se normalizaron a la condicién CNT. Los graficos de barras
muestran la media = SEM. ns: no significativo; ***: p < 0.001; ****: p < 0.0001 segun la prueba ANOVA de una
via.
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Figura 27. Los seis clones editados adicionales mejoran fenotipos de LGMDD2 de forma similar. (A-H) Imagenes
representativas de inmunofluorescencia de Desmina (verde) en células control (CNT; A), LGMDD?2 (B) y seis clones
diferentes editados con CRISPR-Cas9 (C-H) de 7 dias de diferenciacidon. (I-P) Imagenes representativas de
inmunofluorescencia de MHC (verde) en las mismas condiciones que las presentadas en A-H. Los nucleos se
contrastaron con DAPI. Las barras de escala representan 40 um. (Q, R) Cuantificacion del indice de fusidn
miogénica y el didmetro de los miotubos de A-H. (S) Cuantificacion del porcentaje de nicleos dentro de las células

tefiidas con MHC (MHC*) en cada condicion de I-P. Todos los datos se normalizaron a la condicion CNT. Los
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graficos de barras muestran la media + SEM. ns: no significativo; *: p < 0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001; ****: p
< 0.0001 segln la prueba ANOVA de una via.

Conjuntamente, nuestros datos muestran que las células musculares de paciente LGMDD2
tienen tanto una alteracién de la capacidad proliferativa como de diferenciacién. Por otro lado, la
edicién génica de c.2771delA con CRISPR-Cas9 es suficiente para rescatar ambos fenotipos en los

miotubos LGMDD?2.

3. La elevada actividad autofagica en mioblastos LGMDD?2 se restaura con la edicidn génica

por CRISPR-Cas9

En el primer objetivo de la presente tesis demostramos que la mosca modelo de LGMDD2
presenta hiperactivacion de la autofagia, congruente con los patrones anormales de los marcadores
de autofagia descritos en biopsias de pacientes '’. Con ello, decidimos corroborar la hiperactivacién de
la autofagia en el modelo celular de LGMDD2. En primer lugar, realizamos inmunodeteccion de la
proteina autofagica LC3 (Fig. 28A-D). Se detectdé un patrén punteado claro y mas intenso en los
miotubos modelo en comparacién con los controles. El patron punteado corresponde a LC3 conjugado
con fosfatidiletanolamina unida a la membrana de los autofagosomas (LC3II) . En las células
editadas, por el contrario, la sefial se parece a la observada en los controles, volviéndose
predominantemente citoplasmatica y difusa, lo que indica la presencia de LC3I soluble y, en
consecuencia, niveles reducidos de autofagia. La cuantificacion del nimero de puntos LC3-Il/unidad
de drea celular confirmdé un aumento significativo de la autofagia de 2 veces en los mioblastos modelo
y una reduccién en las células corregidas por CRISPR (Fig. 28D).

Por otro lado, también se realizd la cuantificacién de una de las principales proteinas autofagicas
mediante western blot: ATG7 (Fig. 28E). La proteina ATG7 promueve el crecimiento del fagéforo
mediante la lipidacién de ATGS a través de su actividad enzimatica similar a E1 ¢, En las células
enfermas observamos un aumento de 2 veces en la expresién de ATG7 en comparacién con los
controles. Ademas de la sobreactivacién de la autofagia, quisimos estudiar si habia alteraciones en el
flujo autofagico del modelo celular, tal y como habiamos visto en el modelo de Drosophila
previamente. Para ello, primero cuantificamos los niveles de LC3 soluble (LC3l) y asociado al
autofagosoma (LC3II). La ratio LC31l/LC3I indicd activacién del flujo autofagico en células LGMDD2, que
se restaura en las células editadas con CRISPR (Fig. 28E). Esto también se confirmé en los seis clones
editados adicionales (Fig. 28F). Ademas, cuantificamos los niveles de P62, una proteina de andamiaje
gue transporta cargas comprometidas con la degradacion lisosomal al autofagosoma y que se elimina

ella misma por actividad autofagica 4148, En las células de paciente detectamos una reduccién de P62
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de aproximadamente 3 veces, comparado con las células control; mientras que en las células
corregidas con CRISPR los niveles de P62 eran similares a los del control (Fig. 28E). Esta disminucién de
P62, junto con el aumento de LC3Il/LC31, confirman el aumento de flujo autofagico en el modelo celular
y su rescate con la edicién por CRISPR.

Finalmente, la sobreactivaciéon de la autofagia por TNPO3mut se corrobord con la tincién de
LysoTracker en las tres lineas celulares. Como ya se comentd, LysoTracker sirve para observar, de forma
semicuantitativa, si hay un aumento o reduccién de la actividad autofagica segin haya mds o menos
sefial que marque estos compartimentos celulares acidos. Los resultados de esta tincién confirmaron
una mayor actividad de la via catabdlica en LGMDD2, al aumentar la sefial del LysoTracker; mientras

que los miotubos editados con CRISPR mostraban un rescate (Fig. 28G-I).
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Figura 28. La sobreactivacion de la autofagia en los miotubos LGMDD2 se restaura con la edicion CRISPR de la
mutacion. (A-C) Imagenes de microscopia confocal de inmunofluorescencia LC3 (rojo) en miotubos control (CNT;
A), modelo de enfermedad (LGMDD2; B) y miotubos editados con CRISPR-Cas9 (LGMDDZ2 GE; C) diferenciados
durante 7 dias. (D) Cuantificacidn de puntos LC3 por micrometro cuadrado en cada condicidon que se muestra en
A—C. (E) Cuantificacién y membranas de western blots representativos, con indicacién del peso molecular a la
derecha en kDa, de la proteina ATG?7 total, el ratio LC3-11/LC3-I y P62 en extractos de proteinas de miotubos de
las condiciones anteriores. (F) Membranas de western blot, cuantificacion y tabla estadistica del ratio LC3-1I/LC3-
| en miotubos CNT, LGMDD?2 vy seis clones diferentes de mioblastos editados con CRISPR-Cas9 tras 7 dias de
diferenciacién. Se us6 B-actina como control enddgeno para los western blots y los datos se normalizaron a la
condicion CNT (linea discontinua negra) (n = 3). (G-I) Tincién con LysoTracker (rojo) de las mismas condiciones de
A-C. Los nucleos se tifieron con DAPI y las barras de escala son de 20 um. Los graficos de barras muestran la
media + SEM. ns: no significativo; *: p < 0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001; ****: p < 0.0001 segun la prueba
ANOVA de una via.
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Por ultimo, como evidencia independiente del aumento del flujo autofagico, utilizamos
vectores de expresion de proteinas LC3 y P62 fusionadas con mCherry-GFP. Brevemente, mientras que
la sefial de mCherry es mas estable y permanece, GFP se extingue en un ambiente acido. De este modo,
la colocalizacién de la fluorescencia de GFP y la de mCherry (sefial amarilla) indica un compartimento
celular que no se ha fusionado con un organulo 4cido (autofagosoma), mientras que la sefial de
mCherry en ausencia de la de GFP (sefal roja) corresponde a una vesicula de autofagosoma que se ha
fusionado con un lisosoma (autofagolisosoma) 32. De acuerdo con esto, la transfeccién de mCherry-
GFP-LC3 denota una sefial de mCherry dominante en LGMDD2 en comparacién con los miotubos
sanos, lo que indica un mayor flujo autofagico en el modelo de la enfermedad (Fig. 29A, B). En cambio,
en las células editadas con CRISPR hay un aumento de la seial de GFP sobre la de mCherry, lo que
indica un alivio del flujo autofagico excesivo de los miotubos de paciente (Fig. 29C). Ademas, como
control, se trataron las células LGMDDZ2 con el inhibidor autofagico CQ, y la seial fue similar a la
observada en las células editadas (Fig. 29D). Se obtuvieron resultados similares cuando los mioblastos

se transfectaron con mCherry-GFP-P62 (Fig. 29E-H).

CNT

merge

LGMDD2 GE LGMDD2

LGMDD2 CQ

mCherry-GFP-LC3 mCherry-GFP-p62

Figura 29. El flujo autofagico se revierte mediante la edicion de la mutacién por CRISPR-Cas9. Imagenes de
microscopia confocal representativas de LC3 (A-D) o p62 (E-H) marcados con reporteros fluorescentes. Los
mioblastos CNT, LGMDDZ2 y LGMDD?2 GE se transfectaron con plasmidos mCherry-GFP-LC3 (A-C) o mCherry-GFP-
p62 (E-G). Las células modelo de la enfermedad también se trataron con CQ a 10 uM durante 16 h como control
positivo del bloqueo de la autofagia (D, H). Las imagenes combinadas (amarillo) muestran la superposicién de
GFP (verde) y mCherry (rojo). La barra de escala representa 20 um.
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En conjunto, nuestros datos respaldan la hipdtesis de que, por un lado, hay un aumento del
flujo autofdgico en los mioblastos derivados del paciente LGMDD2 vy, por otro lado, de que la edicidon
génica de c.2771delA de TNPO3 es suficiente para restaurar la actividad autofagica normal. Esta
hiperactivacidn de la ruta autofagica indica que hay un exceso de degradacién proteica, que podria

estar contribuyendo a la desregulacion de la homeostasis muscular en los pacientes.

4. La edicion génica por CRISPR-Cas9 restaura la expresion de genes y miRNAs relacionados

con la LGMDD2

Para profundizar sobre el impacto de la mutacién LGMDD2 y la correccion mediante CRISPR
del modelo celular, con la ayuda del colaborador bioinformatico Jorge Espinosa, abordamos el estudio
de expresion génica a nivel del transcriptoma de las tres lineas de mioblastos diferenciados durante 7
dias. Tras la secuenciacién masiva, en total se obtuvieron lecturas para 16.300 genes, de los cuales
2.508 (15%) se expresaron diferencialmente entre miotubos control y los LGMDD?2 y se consideraron
genes relacionados con la enfermedad (Disease Related Genes, DRG). Observamos una distribucion
homogénea entre la expresion génica regulada al alza o a la baja (1.236 y 1.272, respectivamente) (Fig.
30A). Resaltar la disminucién significativa de MyoG y MyoD, con una funcidn en activar la
diferenciacidon de los mioblastos, ya que corrobora nuestros datos de diferenciacion afectada del
modelo celular LGMDD2. No obstante, cabe destacar que TNPO3 no estaba aumentada
significativamente en los mioblastos enfermos. Ademas, la expresion de los DRG se analizé en las
células editadas por CRISPR-Cas9 y se clasificaron en cuatro categorias: (1) genes que no cambiaron
significativamente con el tratamiento (no recuperados), (2) genes que se recuperaron entre 10-50%
de la expresidon normal (parcialmente recuperados), (3) genes que recuperaron entre el 50-150% de la
expresion normal (totalmente recuperados) y (4) genes que cambiaron por encima del 150% de la
expresion normal (sobrerrecuperados). Con esto encontramos que el 44% de DRG se recuperd
significativamente con la edicidn CRISPR (729 parcialmente, 344 totalmente y 37 sobrerrecuperados;
Fig. 30B).

Posteriormente, nos enfocamos en el 29% de genes totalmente recuperados (Fig. 30C). El
agrupamiento no supervisado por distancia euclidiana mostré que la mayoria de los DRG rescatados
por la edicion CRISPR estaban sobreexpresados en células enfermas. Ademas, como muestra el
dendrograma, el perfil de expresion de las células editadas estaba mas cerca de los miotubos control
que de LGMDD2.

Finalmente, realizamos un analisis de sobrerrepresentacion (ORA; P-valor < 0.05) de la anotacién

funcional, considerando las rutas GO (Fig. 30D). Al realizar diferentes comparaciones identificamos
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rutas alteradas por la enfermedad (CNT vs. LGMDD2; englobadas como "Enfermedad"), rutas que se
aproximan a la expresion normal tras el editado génico (CNT vs. LGMDDZ2 GE; "Tratamiento") y rutas
que responden a la manipulacion (LGMDD2 vs. LGMDD2 GE; "Especificidad"). La recuperaciéon
significativa implica que la comparacién de tratamiento ya no se enriquece significativamente (por lo
tanto, faltan puntos) y las comparaciones de enfermedad y especificidad se enriquecen
significativamente. De particular interés fueron las rutas de sefalizacion Wnt y BMP, que se
recuperaron significativamente y de forma especifica tras la edicién con CRISPR. Estas rutas tienen

14

efectos pleiotrépicos en la fisiologia muscular ¥ y constituyen objetivos principales para una

comprensidon mecanistica de la patogénesis de la enfermedad.

Debido a que la mayor parte del transcriptoma no recuperé los niveles normales con el editado
por CRISPR, planteamos la hipdtesis de que las alteraciones epigenéticas podrian soportar la
manipulaciéon genética y contribuir a los cambios en la expresidon génica tras haber revertido la
mutacién original. La epigenética abarca la metilacién del DNA, la variacién de la cromatina y los RNA
no codificantes, en particular los miRNAs %>, Brevemente, los miRNAs son RNA monocatenarios no
codificantes, de entre 21-25 nt, que estan conservados evolutivamente y son capaces de regular la
expresion génica a nivel postranscripcional. Los miRNAs expresados exclusivamente en musculo han
sido etiquetados como myomiRs, que representan una parte integral del desarrollo y regeneracién del
musculo esquelético 2. Ademas, en el contexto patogénico, los miRNAs representan moléculas de
gran relevancia debido a su implicacién en enfermedades musculares, como en DM1 129153 y sy
desregulacion puede fomentar la atrofia muscular. De hecho, durante los ultimos afos se estan
desarrollando un nimero creciente de farmacos dirigidos a los miRNAs relacionados con miopatias >+
156 Con todo, decidimos estudiar el miRNoma como una posible explicacidn del mantenimiento de los
fenotipos de la enfermedad tras la edicién gnica. Tras la secuenciacidn de los pequefios RNAs de las
tres lineas celulares y el posterior andlisis del miRNoma, identificamos 764 miRNAs, de los cuales 214
se expresaron diferencialmente (28%) en los miotubos LGMDD2 respecto al control. Especialmente, se
observé una disminucion de los principales myomiRs en los miotubos de paciente, miR-1, miR-133a,
miR-133b, miR-206, miR-208b, miR-486, miR-499a, implicados en diferenciacion y/o proliferacion del
musculo 7. Mencionar también que se ha visto la disminucién de dos miRNAs, miR-128 y miR-155, los
cuales inhiben la expresién de TNPO3 8139 y el aumento observado en miR-29b, el cual estd implicado
en diferentes tipos de atrofia muscular 1*°. Por tltimo, afiadir que de los miRNAs alterados en LGMDD2,
alrededor del 49% se recuperd en la linea editada, mientras que el 50% permanecioé sin cambios y el

1% restante de miRNAs se recuperd en exceso (Fig. 30E, F).
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Figura 30. Parte de los cambios en el transcriptoma del modelo celular de LGMDD2 se rescatan

significativamente con la edicion CRISPR-Cas9. (A) Volcano plot que representa genes expresados
diferencialmente entre los miotubos control y LGMDD?2. Las lineas negras indican |[log2FC|=1en el eje Xy |-
logio P-value| = 1.3 en el eje Y, que son los umbrales de Fold Change (FC) y de significancia para identificar los
genes expresados diferencialmente de forma significativa (DRG). Los puntos representan genes regulados a la
baja (azul) o regulados al alza (rojo). (B) Porcentaje de los DRG cuya expresidn, tras la edicion con CRISPR, no se
recuperaba o se recuperaba parcial, totalmente o que sobre recuperaban. (C) Heat-map que muestra la
expresion de los DRG totalmente recuperados tras la edicién CRISPR, en los miotubos sanos (CNT), enfermos
(LGMDD2) o editados (LGMDD2 GE), segun la escala: rojo = sobreexpresado; azul = subexpresado. (D)
Representacion del andlisis de sobrerrepresentacion considerando las rutas de Gene Ontology. Cada punto
representa una ruta significativamente sobrerrepresentada, su tamafio representa el recuento de genes
alterados y el color denota la significancia de esta sobrerepresentacion (P-value). Se hacen tres comparaciones:
Disease (CNT vs. LGMDD2), Treatment (CNT vs. LGMDD2 GE) y Specificity (LGMDD2 vs. LGMDD2 GE). (E) Volcano
plot de los miRNAs expresados diferencialmente entre los miotubos control y LGMDD2, con las mismas
condiciones que en (A). (F) Porcentaje de miRNAs no recuperados, recuperados parcial, totalmente o
sobrerrecuperados después de la edicién CRISPR de la mutacién TNPO3.

En resumen, el andlisis del RNA-seq aporta el listado de DRG y miRNAs alterados en el modelo
celular de LGMDD2 y confirma que parte de estas alteraciones se recuperan en las células
genéticamente editadas con CRISPR. Ademads, hemos comprobado que esta recuperacion parcial del

transcriptoma podria deberse a que las dianas de los miRNAs no recuperados permanecen alteradas
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en las células editadas. Esto corrobora nuestra hipdtesis de que hay alteraciones epigenéticas en el

modelo celular de LGMDD2, las cuales podrian estar contribuyendo de forma indirecta a la patologia.

5. La mutacién en TNPO3 causante de LGMDD2 induce cambios en el proteoma

Considerando que el estudio de la expresidn génica a nivel de transcriptoma analiza un nimero
de genes considerable (16.300), aportando informacién relevante, los resultados no siempre pueden
indicar qué proteinas se acaban expresando, en qué cantidad y en qué forma. En la dltima década el
estudio del proteoma, que examina las proteinas expresadas en un tejido o célula, se utiliza cada vez
mds en investigacidon biomédica para complementar los estudios transcriptomicos %2162, Por ello,
decidimos realizar el estudio del proteoma en las lineas de mioblastos control y LGMDD2 diferenciados
a 7 dias, y asi tener una visién mas completa sobre el impacto de la mutacién c.2771delA de TNPOS3.
Mediante la técnica SWATH-MS se cuantificaron un total de 1.739 proteinas, de las cuales 424 (24%)
se expresaron diferencialmente de forma significativa entre los miotubos control y los LGMDD?2 y se
consideran, entonces, como proteinas relacionadas con la patologia. De entre las proteinas expresadas
diferencialmente, observamos que una mayoria estaban sobreexpresadas (239) respecto a las
subexpresadas (185) en los mioblastos de paciente (Fig. 31A). En cambio, el analisis transcriptomico
mostraba una distribucién homogénea de la expresion de los DRG. Esto sugiere que la mutacidn de
TNPO3 provoca cambios a nivel traduccional que a nivel de transcriptoma no se aprecian. De hecho, al
contrario que en el andlisis transcriptdmico, el andlisis protedmico muestra aumentos significativos en
mioblastos enfermos de varias proteinas principales que transporta TNPO3 3° como la proteina SRSF3,

163 'y la helicasa de RNA DDXS5, la cual se ha visto que esta relacionada

que actua como factor de splicing
con DM1 ' entre otras. Ademads, se ha visto una disminucién significativa de la proteina RABSA,
reguladora clave del trafico de membranas intracelulares % (Fig. 31B). Destacar que, segun los datos
de protedmica, la TNPO3 no estd aumentada de forma significativa en los mioblastos modelo respecto

a los sanos.
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Figura 31. Cambios en la composicion proteémica del modelo celular de LGMDD2. (A) Volcano plot que
representa las proteinas expresadas diferencialmente entre los miotubos control y LGMDD2. Las lineas negras
indican |log2 Fold Change|= 0 en el eje Xy |—logio P-value| = 1.3 en el eje Y son los umbrales establecidos para
identificar las proteinas expresadas diferencialmente de forma significativa. Los puntos representan proteinas
expresadas a la baja (azul) o reguladas al alza (rojo). (B) Listado de proteinas cargo de TNPO3 3° identificadas
como significativamente alteradas en los mioblastos enfermos. Las flechas en verde muestran las proteinas
aumentadas (Fold Change > 1) y la flecha roja la disminuida (Fold Change < 1) de forma significativa (P-value <
0.05).

Tras este andlisis inicial, realizamos un estudio de enriquecimiento funcional de las proteinas
diferencialmente expresadas en los mioblastos LGMDD2, utilizando la base de datos STRING.
Brevemente, STRING tiene como objetivo integrar todas las asociaciones conocidas y predichas entre
proteinas en diferentes agrupaciones, seguin interacciones fisicas o funcionales 1%, El enriquecimiento
funcional nos ha permitido detectar alteraciones en diferentes rutas de particular interés, agrupadas
segun la clasificacién Kegg (Fig. 32). Concretamente, la ruta del proteasoma estd sobreactivada en los
mioblastos LGMDD?2, siendo el sistema UPS uno de los dos principales procesos de degradacion de
componentes celulares 2. También se ha visto una alteracién en la ruta de fagosomas, que son
vesiculas necesarias para la formacidn, en ultima instancia, de autofagolisosomas durante la autofagia
42 Esto apoya nuestra hipdtesis de que hay una excesiva degradacidn proteica que podria estar
alterando la homeostasis muscular en LGMDD2, no sélo a nivel de autofagia (como hemos visto
anteriormente en las moscas y mioblastos), sino también a nivel del proteasoma.

Por otro lado, el enriquecimiento funcional demuestra que hay una sobreactivacién del espliceosoma
en los mioblastos de paciente. Esto sugiere que TNPO3mut altera el splicing, pudiendo afectar a la
maduracién de los pre-mRNAs y, en consecuencia, a la expresién proteica en LGMDDZ2. Por ultimo,

destacar la inhibicién observada del ciclo del acido tricarboxilico (también conocido como ciclo de
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Krebs) y el metabolismo del piruvato, ya que son dos rutas relacionadas entre si que demuestran una

descompensacion en el metabolismo de la glucosa.
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Figura 32. Rutas alteradas en el modelo celular de LGMDD2. Representacion del analisis del enriquecimiento

funcional considerando las rutas Kegg. Se muestran algunas de las principales rutas alteradas e identificadas por
el software STRING. Cada punto representa una proteina diferencialmente expresada en los mioblastos LGMDD2.
Las lineas representan asociaciones proteina-proteina especificas y significativas, que contribuyen
conjuntamente a una funcién compartida.

En conjunto, el estudio protedmico del modelo celular de LGMDD2 nos permite tener una
visidn mds completa sobre el impacto de la mutacion c.2771delA en TNPO3 vy, junto con el estudio
transcriptdémico, nos aporta informacién relevante que ayudara a comprender mejor los mecanismos
moleculares implicados en esta distrofia. Ademas, nos ha permitido identificar diferentes rutas
afectadas en los mioblastos enfermos que permiten profundizar sobre la fisiopatologia de la LGMDD2
y corroborar las hipétesis de que hay una relacién entre la TNPO3mut y la alteracion en la degradacion

proteicay en el splicing.
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Objetivo 4: Validar el efecto terapéutico de los compuestos candidatos en el modelo celular

de LGMDD2

1. Seis farmacos candidatos mejoran la capacidad de fusion de los mioblastos LGMDD2

Una vez identificados los 9 farmacos candidatos contra la LGMDD2 mediante el rastreo en el
modelo en Drosophila, realizado como el Objetivo 2 de la presente tesis, procedimos a validar su efecto
en el modelo de mioblastos inmortalizados. Dada la relevancia de la defectiva capacidad de fusion de
los mioblastos LGMDD2 y que su estudio permite evaluar varias condiciones en paralelo,
seleccionamos este fenotipo para el rastreo secundario de los farmacos candidatos, nombrados a

partir de ahora como C1-C9.

En concreto, analizamos el efecto de estos farmacos a diferentes concentraciones entre 4 nM
— 25 uM, en el fenotipo de capacidad de fusién afectada (Fig. 33A-D). A pesar de que el compuesto C2
mostraba un rescate significativo a la dosis de 1 uM, el resto de las dosis probadas empeoraban el
fenotipo de forma significativa, e incluso la dosis 1.5 uM resulté téxica para los mioblastos. En su
conjunto, consideramos que C2 no era un compuesto valido para continuar nuestro estudio en el
modelo celular, al igual que los farmacos C1 y C9 que no rescataban el fenotipo a ninguna dosis
probada. En cambio, los farmacos C3-C8 mejoraban el fenotipo de fusion miogénica a diferentes dosis
de forma significativa. De hecho, en la mayoria de ellos se observaba una respuesta a dosis, mejorando
el fenotipo estudiado incluso en rangos de concentracién nM. Entonces, decidimos continuar
validando el potencial de estos 6 compuestos sobre diferentes fenotipos caracterizados del modelo

celular LGMDD2.
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Figura 33. Evaluacion de los nueve compuestos identificados en el rastreo in vivo sobre la diferenciacion del
modelo celular de LGMDD2. (A-C) Imagenes representativas de inmunofluorescencia de Desmina (verde) en
mioblastos control (CNT, A) y LGMDD?2 tratados con 0.5% DMSO, como vehiculo (DMSO, B) y con el compuesto
3 a una dosis de 4 nM (C3 4 nM, C) durante 7 dias de diferenciacidn. Los nucleos se tifieron con DAP! y la barra
de escala es de 40 um. (D) Cuantificacion del indice de fusién de las células musculares LGMDD2 tratadas con
diferentes dosis (4 nM - 25 uM) de los 9 compuestos propuestos, durante 7 dias de diferenciacion. El promedio
de los valores obtenidos para mioblastos de paciente sin tratar estd representado con una linea discontinua
horizontal morada (DMSO) (14 < n < 35). Las barras verdes indican las condiciones que mejoran
significativamente el fenotipo de diferenciacion del modelo, mientras que las barras rojas indican las condiciones
que lo empeoran de forma significativa. Los graficos de barras muestran la media + SEM. *: p < 0.05; **: p < 0.01;
**%:p <0.001; ****: p < 0.0001 segun la prueba ANOVA de una via.
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2. Los seis farmacos candidatos mejoran niveles de TNPO3mut, LC3 y MHC en mioblastos

LGMDD2

Tras haber seleccionado los 6 compuestos candidatos, C3-C8, decidimos validar el efecto de
cada farmaco sobre los niveles de proteinas clave estudiadas en la anterior caracterizacién de los
mioblastos LGMDD2. De entre las distintas dosis que rescataban el indice de fusidn, tratamos las
células con dos dosis diferentes de cada farmaco para evaluar su efecto en un rango amplio.
Concretamente, probamos la concentracién efectiva intermedia (2.5 UM, generalmente) y la mas baja
de cada farmaco (4, 20 nM y 6.25 uM). Dada su directa implicacién con la LGMDD2, lo primero que
analizamos fueron los niveles de TNPO3 en los mioblastos modelo tratados, para ver si algun farmaco
disminuia su caracteristica sobreexpresion. Sin embargo, ningln tratamiento consiguio este efecto de
forma significativa respecto a los mioblastos modelo no tratados (DMSO) (Fig. 34A). En cambio, al
analizar los niveles de TNPO3mut en paralelo, vimos que las dosis mas bajas de 5 de los compuestos si
disminuian significativamente los niveles de la proteina mutante (Fig. 34B). En este punto pensamos
proponer un pardmetro que nos permita seleccionar el farmaco mds efectivo contra la enfermedad.
Partiendo de la hipdtesis que TNPO3mut podria ejercer un efecto dominante negativo sobre TNPO3,
buscamos farmacos que actuasen o bien reduciendo la cantidad de TNPO3mut, o aumentando la
cantidad total de TNPO3, o una combinacion de ambos efectos. Para tener una medida cuantitativa
con la que priorizar los compuestos candidatos establecimos la relacion TNPO3mut/TNPO3, de modo
gue cuanto menor este parametro, mejores expectativas de actividad deseable en la LGMDD2 (Fig.
34C). A pesar de que el compuesto C4 no rescataba significativamente los niveles de TNPO3mut, es de
los mas efectivos segln su relacion TNPO3mut/TNPO3 Con todo, tras realizar el ranking de los
compuestos testados, proponemos los compuestos C7, C5, C3 y C4 como los cuatro farmacos mas
efectivos, en sus dosis mas bajas probadas. No obstante, para tener una vision mas completa del efecto

de los seis farmacos, decidimos continuar evaluandolo en posteriores analisis.

104



Resultados

A
2.0+
. =
o & & o8 & T
W X VA0 VT o
> & d [ M e
ToDMSO  TNPOS | e e s oo
' B-ACT ‘ - %50
1
Q
Q S
o & & o & & @
Q L Q Q <
W oM VA g oo™
X J 3 & P > J
B c3 ¢4 Cc5 €6 C7 C8 100
TNPO3mMUt | e ‘
- ‘ . ‘ . -50
1'5 * * * ‘ * * B_ACT
E * . C Compound-dose | TNPO3mut/TNPO3
< 10f---F---FF--Fp--F---F7--BMmso C7 - 6.25 uM 0,720
s . i 7 SNE C5-20nM 0,815
E tHEIE TH C3-4nM 0,924
© 0.5 0l | C4-20nM 0,994
Z €5-2.5puM 1,028
i i i C6-20 nM 1,116
0-0 1 1 1 1 L L] 1 1 1 L 1 L] CS_ZSPM 1119
L S A S AN SN N i 2 C7-12.5uM 1,268
C3 c4 C5 GCB C7 C8 C5-4nM 1,392
C4-2.5puM 1,462
C6- 2.5 pM 1,709

Figura 34. Validacion de los seis compuestos propuestos sobre niveles de TNPO3 y TNPO3mut en el modelo
celular de LGMDD2. (A, B) Cuantificacion y membranas de western blot representativas de la proteina TNPO3
(A) y TNPO3mut (B) en extractos de proteinas de mioblastos LGMDD2. Los mioblastos se trataron durante los 7
dias de diferenciacién con DMSO como vehiculo (DMSO) y con los 6 compuestos candidatos (C3-C8) a las dosis
que se indica. Se utilizé B-actina como control endégeno y los datos se normalizaron a la condicién DMSO (linea
morada discontinua) (n = 3). En verde se indican las dosis de cada compuesto que rescatan significativamente los
niveles de las proteinas cuantificadas. Los graficos de barras muestran la media + SEM. *: p < 0.05 segun la prueba
ANOVA de una via. (C) Ranking de los compuestos-dosis ordenados por su parametro TNPO3mut/TNPO3. En
verde se resaltan los 3 compuestos-dosis mas efectivos en disminuir el parametro.

Como ultima parte de la validacidn, nos propusimos estudiar el efecto de los 6 compuestos
sobre proteinas implicadas en dos de los fenotipos caracterizados del modelo celular LGMDD?2: el flujo
autofégico (ratio LC3-1I/LC3-I) y la diferenciacion muscular (MHC). En cuanto al flujo autofégico, se ha
visto un rescate significativo al tratar las células enfermas con los 6 compuestos a las dosis mas bajas,
e incluso los compuestos C6-C8 rescatan el fenotipo a ambas dosis probadas (Fig. 35A). No obstante,
a nivel de diferenciacion (Fig. 35B) sdlo los compuestos C5, C7, C8 son capaces de aumentar

significativamente los niveles de MHC.
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Figura 35. Evaluacion del efecto de los seis compuestos propuestos sobre la autofagia y marcadores de
diferenciacion del modelo celular de LGMDD2. (A, B) Cuantificacibn y membranas de western blot
representativas de la proteina LC31-LC3II (A) y MHC (B) en extractos de proteinas de mioblastos LGMDD?2 tratados
con vehiculo (DMSO) o con los compuestos candidatos (C3-C8) a las dosis que se indica, durante 7 dias de
diferenciacidn. Se utilizd f-actina como control enddgeno y los datos se normalizaron a la condicién DMSO (linea
morada discontinua) (n = 3). En verde se indican las dosis de cada compuesto que rescatan significativamente los
niveles de las proteinas cuantificadas. Los graficos de barras muestran la media + SEM. *: p < 0.05; **: p < 0.01

segun la prueba ANOVA de una via.

En conjunto, los 6 compuestos propuestos no sélo rescatan los niveles de TNPO3mut en el
modelo in vitro de LGMDD2, sino que también estan rescatando fenotipos claves relacionados con la
enfermedad como es el flujo autofagico. De hecho, el rescate del ratio LC3I/LC3Il podria deberse,
directa o indirectamente, a la disminucién de TNPO3mut conseguida con las dosis mas bajas de cada
farmaco. Por tanto, nuestro estudio avala el potencial terapéutico de los 6 compuestos candidatos
contra la LGMDD2 y proponemos los compuestos C3, C4, C5 y C7 para continuar sus estudios y llegar

a reposicionarlos para tratar la distrofia.
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1. Los modelos in vivo e in vitro de LGMDD2 generados sirven para profundizar sobre los

mecanismos moleculares implicados en la distrofia

La LGMDD2 es una enfermedad genética ultra rara de la que apenas hay informacién debido a
que se identificé hace relativamente poco tiempo y a la falta de modelos biomédicos que permitan
investigarla y testar diferentes terapias. En la presente tesis hemos desarrollado y caracterizado el
primer modelo de LGMDD2 in vivo en Drosophila y el modelo in vitro de mioblastos inmortalizados
derivados de un paciente. Este ultimo en colaboracidn con el grupo de Patologia Neuromuscular y
Ataxias del IIS La Fe. Los estudios de ambos modelos son complementarios y han aportado informacion
relevante sobre TNPO3 y posibles mecanismos fisiopatolégicos que intervienen en la LGMDD2
causando la degeneraciéon muscular. Sin embargo, es importante recordar que el modelo celular deriva
de un solo paciente, por lo que no podemos descartar que haya efectos especificos de la propia linea
celular. Para corroborar nuestros resultados y establecer generalidades de la patogénesis de la
LGMDD2, seria necesario realizar ambos estudios en biopsias de pacientes y asi tener en cuenta la

variabilidad intrinseca de la propia patologia.

1.1. Las herramientas generadas de LGMDD2 dan informacion sobre cémo afecta la

mutacion c.2771delA a TNPO3 en el musculo

Nuestros estudios en Drosophila demuestran el papel patogénico de los 15 aminodacidos extra
de la TNPO3mut ya que su expresion en musculo y motoneuronas, en un fondo genético sensibilizado,
reproduce sintomas claves de los pacientes con LGMDD2 como problemas locomotores vy

812 En cambio, la expresion dirigida de TNPO3mut al musculo sin el

degeneraciéon muscular
silenciamiento de la Thpo-SR enddgena fue insuficiente para desencadenar atrofia muscular, incluso
en moscas de cuatro semanas de edad. Esto podria ser porque la expresion de los dos alelos de Thpo-
SR estuvieran compensando el posible efecto téxico de TNPO3mut, impidiendo ver su naturaleza
dominante en la mosca. Cabe destacar que, aunque TNPO3 es un homdlogo funcional de Tnpo-SR >,
en nuestro modelo de Drosophila se observaron diferencias significativas entre el control y las moscas
sTNPO3wt en algunos ensayos. Esto podria deberse a que la expresién de una copia de TNPO3wt
desencadena fenotipos de ganancia de funcion y/o que la conservacion funcional entre las proteinas
humanas y de Drosophila no es completa. Sin embargo, es importante enfatizar varios ejemplos, como
la capacidad de escaladay la atrofia muscular de los IFM, en los que los fenotipos desencadenados por

TNPO3mut o TNPO3wt eran diferentes, lo que distingue los efectos patogénicos causados por la

mutacion en si de los fenotipos de sobreexpresion (Fig. 36).
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Figura 36. Caracterizacion global de las moscas LGMDD2 generadas. Representacion en grafico de radar de los
seis fenotipos analizados en moscas modelo LGMDD2. La cuantificacion de cada fenotipo se normalizo a valores
de control en una escala relativa de 0 a 100 (normal), de modo que el hexagono externo representa los
parametros normales. La expresién dirigida a musculo de mosca se consiguiod utilizando el driver MHC-Gal4 y
D42-Gal4 para la expresion en motoneuronas de mosca.

Tanto en el modelo de Drosophila como en el modelo de mioblastos inmortalizados de
LGMDD?2 se observa acumulacion de TNPO3 a nivel de transcrito y proteina, al igual que en algunas
biopsias de pacientes 8. De hecho, en Drosophila ocurre esta acumulacion a pesar de que los
transgenes TNPO3wt como TNPO3mut se insertaron en la misma posicion gendmica en las moscas
transgénicas. Esto sugiere que la mutacidén podria favorecer la estabilidad del transcrito %, y de la
proteina mutante, tal y como ocurre en DM1 donde la mutacion de DMPK afecta a la estabilidad de su
propio mRNA ¥7, La acumulacién de TNPO3 podria explicar el efecto téxico que tiene la mutacion en
LGMDD?2, ya que al tratar las moscas modelo con el inhibidor de la transcripcién, ActD, recuperaban
fenotipos funcionales. Sin embargo, para demostrar que el origen de la acumulacién de TNPO3 en los
modelos estudiados es debido a diferencias de estabilidad del mRNA y/o de la proteina mutante,
podriamos tratar las moscas sTNPO3wt con ActD y establecer la comparativa con las sSTNPO3mut
tratadas. Tras comparar los niveles de TNPQO3, si las moscas modelo tratadas mantuvieran el aumento,
se apoyaria la teoria de que la mutacidn favorece la estabilidad del mRNA y/o proteina. Afiadir que,
gracias al estudio en el modelo celular, vemos que el aumento de TNPO3 depende de la mutacidn ya
que, después de la edicién de la mutacidon con CRISPR-Cas9, los niveles son similares a los de los
controles sanos. Es importante destacar que los datos transcriptémicos y proteémicos del modelo
celular no muestran este aumento significativo de TNPO3. A nivel del RNA-seq, la diferencia entre la
secuencia mutante y la de referencia es de un Unico nucledtido, por lo que se deberian de contabilizar

ambas secuencias en el analisis. No obstante, habria que tener en cuenta los sesgos asociados con los
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ensayos de RNA-seq, como la variabilidad de las propias muestras analizadas, preparacién de las
bibliotecas y el contenido de GC %8, De hecho, en estudios independientes se proponen ciertas mejoras
para evitar discrepancias entre los niveles de expresién medidos por gRT-PCR y RNA-seq como el
procesamiento uniforme de todas las muestras (mismo protocolo de aislamiento de RNA, tiempo de
almacenamiento/descongelacién, integridad del RNA) y mapear lecturas que tengan en cuenta
polimorfismos e isoformas, entre otras 1%, Para elucidar esta controversia, algo interesante a estudiar
seria cuantificar la expresion de los trancritos en las otras mutaciones en TNPO3, analizando el RNA-
seq de los mioblastos de pacientes de otras familias LGMDD2. Otro estudio relevante podria ser
generar nuevos modelos en Drosophila que expresaran las diferentes mutaciones descritas en TNPO3
y comparar niveles de expresién. En cuanto a la protedmica, cabe mencionar que la libreria espectral
frente a la que se comparan los datos de los péptidos ionizados puede que no incluya la secuencia
peptidica de TNPO3mut y, por tanto, no la esté contabilizando, influyendo con ello en la cantidad total
de TNPO3 cuantificada. Es importante resaltar también que el andlisis de los miRNAs del modelo de
mioblastos demuestra que hay efectos en la epigenética que podrian estar afectando también a la
expresiéon de TNPO3. De hecho, este analisis revela la disminucidn de miR-128 y miR-155, ambos
represores directos (confirmados experimentalmente) de la sintesis de TNPO3 1°%°, Esta disminucidn
de los inhibidores podria explicar, en parte, el aumento de TNPO3 observado en el modelo celular

estudiado.

Por otro lado, la inmunofluorescencia de TNPO3 presenta una sefial mas débil en los
mioblastos de pacientes y una recuperacion de la sefial en los mioblastos editados. Esto concuerda con
experimentos previos en biopsias de pacientes que informaron de una sefial mas leve de TNPO3 4,
Una de las hipétesis que se ha planteado en LGMDD2 es que la TNPO3mut podria estar ejerciendo un
efecto dominante negativo sobre la TNPO3wt %, Larue et al. (2012) describieron la capacidad de
dimerizacion de TNPO3 para llevar a cabo sus funciones de importina, especificamente cuando hay
altas concentraciones de proteina ?°. En el contexto LGMDD2 es posible que el aumento de TNPO3
fomente la formacion de heterodimeros, debido a la presencia de las formas de tipo normal y mutado,
y el efecto dominante negativo podria alterar la dimerizacién *3*1%°, Esto podria explicar nuestros
resultados en el modelo celular, ya que probablemente en condiciones nativas, la regién inmunogénica
no es accesible para el anticuerpo en la conformacion heterodimérica, mostrando asi una sefial mas
suave. Por lo tanto, mientras que mediante western blot el anticuerpo detectaria simultdneamente
TNPO3wt y TNPO3mut, la inmunofluorescencia preferentemente detectaria la del tipo normal.
Ademas, los 15 aminoacidos extra podrian dar mayor estabilidad al heterodimero y consecuentemente
contribuir a su acumulacién. No obstante, las herramientas bioinformaticas disponibles no predicen

ningun papel especifico para los 15 aminoacidos adicionales en TNPO3mut *’°, Para dilucidar estas
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hipdtesis, intentamos poner a punto la inmunofluorescencia usando el anticuerpo generado en este
trabajo contra la TNPO3mut. Sin embargo, todavia no hemos encontrado las condiciones dptimas de
la técnica como para detectar sefial especifica de TNPO3mut. Una explicacién de ello seria que la
conformaciéon heterodimérica tampoco permite que el anticuerpo de TNPO3mut reconozca la region
inmunogénica por lo que el siguiente estudio podria ser realizar una técnica de desenmascarar
antigenos previa a la inmunodeteccién ! que permitiera detectar la TNPO3mut en los mioblastos de

paciente.

En biopsias de pacientes LGMDD2, se ha informado que TNPO3 cambia su localizacién,
acumuldndose perinuclearmente, pudiendo afectar a su funcién de B-importina '>. Nuestros
resultados no muestran cambios notables en la localizacién de TNPO3. Sin embargo, seria interesante
realizar una inmunodeteccién tanto de TNPO3wt como de TNPO3mut en el modelo celular para
comprobar, primeramente, si colocalizan formando los heterodimeros y, en ese caso, analizar si hay
cambios en la localizacién de estos heterodimeros respecto a la de los homodimeros formados por
TNPO3wt-TNPO3wt. Ademds, se podria profundizar el estudio analizando la colocalizaciéon de
TNPO3mut y sus proteinas cargo, para detectar cambios en la ubicacién de estas proteinas en las
células musculares. Nuestros resultados del andlisis proteémico muestran un aumento de expresion
de algunas proteinas cargo de TNPO3, pero ese aumento no necesariamente implica una afectacién
de la funcidon de estas proteinas. Por lo que estudiar la localizacion de las proteinas cargo
complementaria nuestros resultados y demostraria si la mutacion de la TNPO3 afecta a su
funcionalidad de B-importina.

Dado que la extensién provocada por la mutacion causante de LGMDD?2 es en el dominio de unién a
proteinas cargo, una de las hipdtesis planteadas sobre TNPO3mut es que podria afectar al transporte
al nucleo de las proteinas SRy, por consiguiente, al splicing alternativo »?. El musculo esquelético es
el tejido con el mayor nimero de exones alternativos expresados diferencialmente, que genera una
gran diversidad de proteinas para su desarrollo y mantenimiento, incluyendo isoformas de factores de
transcripcién miogénicos, enzimas metabdlicas y proteinas miofibrilares '3, De hecho,
enfermedades musculares donde hay una profunda y generalizada alteracidn del splicing alternativo
se conocen como espliceopatias, como es el caso de la DM1 747> Los dos modelos de LGMDD2
generados en la presente tesis confirman alteraciones del splicing alternativo en la distrofia (Fig. 37).
Concretamente, en el modelo de Drosophila hemos detectado una disminucidn del splicing que incluye
en el exén 7 en SMN2, el cual esta regulado por el factor de splicing SRSF1 y es una diana terapéutica
contra la AME para compensar la ausencia de SMN1 38176 En el modelo celular hemos visto un
aumento en la inclusién del exdn 10 en PKM2, que debe ser causado por TNPO3mut ya que se revierte

cuando la mutacion es corregida por CRISPR-Cas9. El splicing alternativo que produce PKM2 es
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regulado por el factor de splicing SRSF3, aumentado también en los datos proteémicos del modelo
celular, el cual a su vez se asocia con atrofia y debilidad muscular en DM1 43177178 Entonces, a partir
de nuestros resultados podriamos establecer una conexion entre TNPO3mut-SRSF3-PKM2 y la atrofia
muscular de LGMDD2. Por otro lado, cabe destacar que los datos protedmicos del modelo celular
muestran el aumento de la helicasa de RNA DDX5, la cual es cargo de TNPO3, esta relacionada con el
splicing alternativo y, a su vez, con DM1 30164178 No obstante, para confirmar que LGMDD2 es una
espliceopatia habria que estudiar en profundidad los datos obtenidos del RNA-seq del modelo celular,
concretamente, a nivel de splicing alternativo y asi ver el efecto que tiene TNPO3mut sobre este
proceso.

Ademas del splicing alternativo, es importante enfatizar que los estudios protedmicos revelan un
aumento de expresién de las proteinas del propio espliceosoma en los mioblastos modelo. Esto sugiere
gue en LGMDD2 hay una alteracién al splicing constitutivo y, con ello, podria estar afectando a la
expresion proteica del musculo de pacientes. Para confirmar si esta sobreactivacién del espliceosoma
es causada directamente por TNPO3mut, se podria realizar un analisis de la protedmica de la linea de
mioblastos editada y comprobar si se revierte la alteracién, o incluso cuantificar las principales
proteinas del espliceosoma aumentadas mediante western blot en los dos modelos de LGMDD2

generados.

1.2. Los modelos de LGMDD2 generados dan informacidn sobre las posibles causas de la

atrofia muscular

A diferencia de la expresion de TNPO3mut en musculo, la expresién en motoneuronas redujo
drasticamente la viabilidad de las moscas (Fig. 35). De hecho, una fraccién de moscas eclosionaban con
una morfologia defectuosa en las alas y morian durante los primeros dias de vida. Esto demuestra la
importancia de TNPO3 para el desarrollo de las moscas. Aunque LGMDD?2 es considerada como un
trastorno muscular degenerativo, algunos pacientes presentan sintomas relacionados con el sistema
nervioso, como vértigos, ataxias y disartia 2, En otros trastornos neuromusculares degenerativos,
como la AME y la ELA, la pérdida de la inervacion muscular conduce a la degeneracién progresiva de
las fibras musculares, ademas de posibles efectos auténomos dentro de los propios musculos 8, Sj
bien TNPO3mut se ha descrito en el musculo de pacientes con LGMDD2, en base al patron de expresién
informado de TNPO3 en humanos, la proteina mutante también se expresa en la médula espinal 2,
Nuestro modelo de Drosophila que expresa TNPO3mut en motoneuronas permite profundizar sobre

si hay un componente neurogénico en la LGMDD2 que desencadene en la atrofia muscular (Fig. 37).

Es importante mencionar que Drosophila conserva los mecanismos fundamentales de la funcidn
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neuromuscular, en procesos que van desde la generacién y propagacién del potencial de accion en la
neurona hasta la transmisidn sinaptica en la unién neuromuscular y el acoplamiento de excitacidn-
contraccion en el musculo >%127/18, Sin embargo, son necesarios mas estudios que avalen esta nueva
hipdtesis. Gracias al sistema Gal4/UAS de Drosophila se puede dirigir la expresion a tejidos concretos,
en tiempos de desarrollo y en momentos especificos, por lo que permitira estudiar la sinergia entre la
expresion de TNPO3mut en sistema nervioso y musculo en futuros ensayos. De hecho, el driver D42-
Gal4 dirige la expresidon a motoneuronas de mosca, pero también a otras partes del sistema nervioso
periférico, incluidas las neuronas sensoriales de la pared corporal 128, Ademas, seria conveniente
descartar que este driver también dirige la expresidn a musculo de mosca, para corroborar nuestros
resultados. Una forma seria cruzar las moscas D42-Gal4 con moscas UAS-GFP y comprobar si la sefial
del reportero se observa en musculo. También se podria utilizar un driver mas especifico de

128

motoneuronas como es OK6-Gal4 **°, para comprobar si TNPO3mut pudiera estar afectando a la

inervacion del musculo y, en ultima instancia, provocando degeneraciéon muscular.

Por otro lado, se ha visto que la atrofia muscular puede desencadenarse también por la
alteracion de la capacidad de diferenciacion y/o proliferacién. De hecho, diferentes tipos de LGMD
tienen problemas a estos niveles %°. En este trabajo hemos confirmado que el modelo celular de
LGMDD2 presenta un aumento en su potencial de proliferacion, sugiriendo que los mioblastos podrian
tener problemas para salir del ciclo celular. Sin embargo, se necesitan mas estudios para corroborar
esta nueva hipétesis como, por ejemplo, medir los niveles del factor de transcripcion Pax7 en el modelo
celular para ver si estdn aumentados. Otro estudio interesante seria cuantificar los niveles de los
inhibidores de quinasas p21, p19 y p57, implicados en la salida del ciclo celular %,

Por otro lado, el modelo celular también presenta una capacidad de diferenciacion notablemente
disminuida. Ademas, gracias al andlisis del RNA-seq de los mioblastos LGMDD2, hemos visto una
disminucién de los niveles de los factores reguladores miogénicos MyoD y MyoG y de miR-1, que actua
inhibiendo la enzima Hdac4 que participa en la diferenciacién de mioblastos a miotubos **’. Esto avala
nuestros resultados y sugiere que los mioblastos LGMDD2 podrian tener un problema en su capacidad
de diferenciacién (Fig. 37). Este problema de diferenciacién podria deberse a la alteracién de la via de
sefializacion Wnt observada tras el anadlisis del transcriptoma del modelo celular. En el musculo
esquelético adulto, la sefalizacion Wnt regula la diferenciacidn y autorrenovacién de las células
satélite y el crecimiento de las fibras musculares 82, Brevemente, cuando hay una activacion de la via
Whnt, la B-catenina se libera del complejo de degradacidn, que incluye a la serina-treonina quinasa GSK-
3-B, y se transloca al nucleo, donde funciona como activador transcripcional de genes implicados en la
miogénesis. De hecho, otra evidencia de que la via Wnt estd relacionada en la diferenciacion de los

mioblastos surge de los estudios de cultivos celulares que demuestran que la inhibicion de GSK3j
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conduce a una mayor diferenciacion de las células miogénicas C2 3, Esto, junto con que la edicién
mediante CRISPR rescata totalmente la alteracién de esta via, sugiere que hay una relacidn entre
TNPO3 vy la via Wnt, que podria explicar los defectos en la diferenciacién observados en los mioblastos
derivados de paciente.

No obstante, es importante resaltar que, de entre los myomiRs disminuidos en los mioblastos de
paciente, Unicamente la expresién de miR-206 y miR-208b se recupera tras la edicién de las células con

CRISPR. Esto sugiere que TNPO3 podria tener un efecto sobre la biogénesis de estos miRNAs.

Los modelos estudiados en la presente tesis también aportan informacidn relevante sobre las
posibles causas del desequilibrio de la homeostasis muscular en LGMDD2. Hay que tener en cuenta
gue en el modelo de mosca podria haber un componente de desarrollo que estuviera influyendo
también en los fenotipos detectados, ya que la expresion de TNPO3mut esta mediada por drivers que
se expresan durante el desarrollo de la mosca 4,

En cuanto a la sintesis proteica, el aumento del miR-29b observado en el modelo celular podria estar
relacionado con la alteracidn de la via anabdlica. Recientemente se ha descrito que miR-29b induce
atrofia muscular a través de la inhibicidn a sus dianas IGF, PI3K e YY1 y la consecuente disminucion de
la ruta de sintesis proteica Akt/FoxO/mTOR ®. De hecho, recientemente se ha demostrado que la
inhibicion del miR-29b es una estrategia terapéutica efectiva para reducir la atrofia muscular en
modelos in vitro e in vivo ¥'87, Ademds, la expresion de miR-29b es activada por el factor de splicing
SRSF1, siendo éste diana de TNPO3 8, De este modo, nuestros resultados sugieren que podria haber
una alteracidon en la sintesis proteica, a través de la conexidon entre TNPO3mut-SRSF1-miR-29b-
Akt/FoxO/mTOR, que pudiera estar contribuyendo a la atrofia muscular de LGMDD2. Es importante
mencionar que en los datos proteémicos no se detectan las principales proteinas implicadas en la ruta
Akt/FoxO/mTOR, posiblemente debido a su baja expresidn, por lo que no podemos corroborar la
alteracion de esta via. Sin embargo, para confirmar esta nueva hipétesis se podrian cuantificar las
principales proteinas de la ruta, como Akt, FoxO, mTOR o PI3K (fosforiladas y no fosforiladas),
mediante western blot en ambos modelos generados en la presente tesis. También cabe destacar que
la expresiéon del miR-29b no se restablece tras la edicidon de la mutacién en TNPO3, por lo que no
podemos confirmar que TNPO3mut sea causa directa del aumento de este miRNA. No obstante, para
confirmar si miR-29b contribuye a la atrofia muscular en LGMDD2, se podria tratar los mioblastos de
paciente con un antagomiR-29b y comprobar si inhibiendo la expresion del miR-29b se revierten los
fenotipos caracterizados del modelo.

En cuanto a la degradacidn proteica en LGMDD2, previamente se ha identificado una sobreactivacion
de la autofagia en biopsias de pacientes ¥”. Nuestros modelos no sélo confirman que hay un aumento

de expresion de proteinas autofagicas e hiperactivacion del flujo autofagico (Fig. 37), sino que
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demuestran que esta alteracion es causada por TNPO3mut, ya que la edicién de la mutacién con
CRISPR lo revierte. Ademas, hemos probado que al bloquear esta via mediante el tratamiento con CQ
de las moscas LGMDD2, rescatamos los fenotipos a niveles histoldgicos, funcionales y moleculares.
Estos hallazgos son particularmente interesantes por dos razones: primero confirman que hay un
exceso de la via catabdlica autofagia que conduce a fenotipos caracteristicos de la miopatia,
destacando esta ruta como una nueva diana terapéutica para disefiar tratamientos de la enfermedad.
En segundo lugar, confirman que los fenotipos generados por TNPO3mut son reversibles, ya que la
inhibicidn farmacoldgica de la autofagia rescata la atrofia muscular en un modelo en el que la mutacién
se expresa desde etapas iniciales del desarrollo en los musculos de la mosca. Esto es especialmente
alentador a la hora de disefiar una estrategia terapéutica ya que, ademas de evitar la aparicién de
sintomas, abre la posibilidad de revertir fenotipos de la miopatia ya desarrollados tras el tratamiento.
Afadir que, la regulacidn de la autofagia por CQ no es una propuesta novedosa como terapia para las
distrofias musculares . Actualmente existen alternativas mas seguras que acttian al mismo nivel en

la via de la autofagia, como la Hidroxicloroquina *&°

, Y que podrian ser propuestas como tratamiento
de la LGMDD2.

Ademas, con el andlisis protedmico del modelo celular hemos visto una sobreactivacidon del
proteasoma que también podria estar contribuyendo a la degeneracién muscular en LGMDD2 (Fig. 37).
Al igual que la autofagia, el sistema UPS presenta una actividad basal que permite eliminar proteinas
y orgdnulos defectuosos para mantener asi la homeostasis entre sintesis y degradacidn proteica. Sin
embargo, en condiciones patoldgicas en las que hay hiperactivacion de la actividad UPS y autofagia, la
excesiva degradacion puede conducir a degeneracién muscular, como ocurre en DM2 419, De hecho,
recientemente se ha visto que los sistemas UPS y de autofagia, que antes se consideraban como
independientes, estan relacionados entre si en el musculo esquelético . Para confirmary profundizar
sobre si ocurre un aumento de la actividad UPS en LGMDD2, se podria utilizar los dos modelos
generados en la presente tesis para analizar las principales proteinas implicadas en esta ruta, tales
como las ubiquitin ligasas encargadas de marcar con ubiquitinas las proteinas a degradar, y proteinas
que conforman el complejo proteolitico proteasoma 26S.

En conjunto, estos resultados avalan la hipdtesis de que también hay una afectacion en la via anabdlica
del modelo celular que, junto con el exceso de activacidn de la via catabdlica, contribuye a la rotura de
la homeostasis muscular. Sin embargo, esto se deberia confirmar a nivel de proteina en modelos que

permitan estudiar el sistema muscular esquelético completo.
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Figura 37. Rutas alteradas identificadas en los modelos de LGMDD?2. Representacion de los efectos globales
descritos en el modelo de Drosophila y de mioblastos inmortalizados de LGMDD2. Las flechas punteadas indican
una posible relaciéon entre TNPO3mut y las rutas alteradas identificadas tras la presente tesis, las flechas verdes
representan aumento y las rojas disminucidn de cada ruta. Imagen hecha con Biorender.com.

Por dltimo, resaltar el valor de los datos obtenidos del RNA-seq y de protedmica del modelo
celular, que han servido para identificar tanto los genes, miRNAs y proteinas, como rutas alteradas por
la TNPO3mut sobre los que profundizar para intentar explicar la LGMDD2. La inhibicion del ciclo de
Krebs y el metabolismo del piruvato mostrada en el andlisis protedmico dan pistas sobre una posible
alteracion en el metabolismo de la glucosa en el modelo celular. Teniendo en cuenta que el
mantenimiento de la masa muscular estd relacionado con el metabolismo de la glucosa, esta alteracion
podria estar contribuyendo a la degeneracién muscular. De hecho, la sarcopenia, enfermedad
progresiva caracterizada por la pérdida de masa, fuerza y funcién muscular, parece estar entrelazada
con el metabolismo de la glucosa *2. El aumento de PKM2 observado en el modelo celular podria
relacionarse con esta alteracion del metabolismo de la glucosa. PKM2 es una enzima glucolitica que se
induce especificamente en pacientes con DM1 y se ha sugerido que causa déficits de energia asociados
con debilidad y desgaste muscular 3. En linea con lo comentado, en el contexto de céncer se ha visto
que PKM2 promueve el efecto Warburg, fomentando la glucolisis en células cancerosas . Es
importante mencionar también que este aumento de PKM2 es rescatado en las células editadas con
CRISPR, por lo que nuestros datos sugieren que podria haber una relacion entre TNPO3-PKM vy el

metabolismo energético.

118



Discusion

2. Los modelos experimentales de LGMDD2 generados son validos para probar diferentes

estrategias terapéuticas

Los modelos experimentales generados en la presente tesis se han utilizado para estudiar dos
estrategias terapéuticas diferentes, la farmacoldgica y la génica, que nos han permitido avanzar en la
busqueda de un tratamiento contra la LGMDDZ2 y profundizar sobre los mecanismos moleculares

implicados en esta patologia.

Concretamente, tras el rastreo de 1400 farmacos conocidos realizado en el modelo de
Drosophila, 6 de los 9 compuestos candidatos han sido validados en el modelo celular de la distrofia.
Los estudios del modelo in vitro aportan mds evidencias preclinicas que corroboran los resultados
obtenidos en el modelo in vivo y avala el potencial terapéutico de los 6 compuestos contra la LGMDD2.
Estos compuestos candidatos no sélo podrian reposicionarse como tratamiento para la LGMDD2, sino
gue también proporcionan pistas sobre la fisiopatologia de esta distrofia ya que las dianas moleculares
de todos los candidatos son bien conocidas debido a su uso en humanos. Ademas, de forma indirecta,
los compuestos candidatos también pueden dar informacion relevante relacionada con el VIH-1 y su
proceso de infeccidn, dada su relacidn con TNPO3 34194195 Destacar que los mecanismos de accién de
los compuestos que empeoran también se conocen y podrian aportar mds informacién sobre los
efectos de la mutacion en TNPO3 a nivel funcional. De hecho, uno de los compuestos que empeoran
significativamente actla como antagonista de los receptores de glutamato NMDA. En mosca, estos
receptores se expresan principalmente en cerebro, promoviendo las uniones sindpticas, aunque
también se expresan en motoneuronas 1%, El bloqueo de estos receptores se ha relacionado con el
aumento de la autofagia a través de la proteina autofagica Beclin-1 13°. De este modo, el compuesto
podria estar contribuyendo al aumento de autofagica descrito en las moscas modelo debido a la
expresion de TNPO3mut.

Es importante resaltar que el reposicionamiento de farmacos exige plantearse una serie de criterios,
como absorcidn, distribucién y toxicidad del compuesto, entre otros, a la hora de priorizar con qué
candidatos promover futuros estudios en animales mamiferos para estimar dosis efectivas. Estas
propiedades se podrian analizar en modelos mamiferos como el ratén, que conserva el desarrollo,
organizacidn y regeneracioén del sistema musculo esquelético y la homologia de alrededor del 99% de
los genes humanos . Un criterio es priorizar farmacos con usos crénicos frente a los de uso puntual,
como los antibidticos, debido a que su perfil toxicoldgico se adecia mas a la nueva indicacion buscada
para el tratamiento de LGMDD2. De hecho, en el caso de los antibidticos, su uso crénico conlleva el
riesgo de desarrollo de resistencias frente a infecciones oportunistas, lo cual puede ser un riesgo es

pacientes ya seriamente afectados. Todas estas consideraciones complementarian nuestro trabajo y
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aportaria mas evidencias que garantizasen nuestra propuesta de algin candidato para futuros ensayos
clinicos. Como ejemplo, hay un farmaco candidato a comenzar los ensayos clinicos para ser
reposicionado como tratamiento contra la AME, cuyo potencial ha sido demostrado en el modelo de
Drosophila, en células derivadas de pacientes y recientemente en ratén %19, Otro ejemplo es que ya
hay farmacos de reposicionamiento contra la DM1 que han conseguido pasar la fase Il de ensayos
clinicos y estd previsto su paso a fase Il 292, por (ltimo, destacar que, para lograr el éxito en futuros
ensayos clinicos, es esencial que tengamos una comprension clara del fenotipo y la historia natural de
la LGMDD2, pautas de atencion estandar, registros de pacientes actualizados e, idealmente,
biomarcadores que puedan ayudar a evaluar la gravedad de la enfermedad y la respuesta a los

farmacos candidatos a reposicionar.

La recuperacion de todos los fenotipos estudiados mediante la correccidn de c.2771delA de
TNPO3 del modelo celular validan la edicién génica mediada por CRISPR-Cas9 como prueba de
concepto para tratar la LGMDD2. A su vez, esto avala que la linea de mioblastos editados podria usarse
como control isogénico valido para futuros estudios in vitro. Por otro lado, la edicién CRISPR tiene un
efecto de rescate sobre proteinas relevantes en nuestro estudio que nos ha permitido corroborar
resultados y establecer relaciones, comentadas en el apartado anterior, que sirven para profundizar
sobre TNPO3mut y los mecanismos involucrados en LGMDD2. No obstante, es importante resaltar que
el rescate de la expresion diferencial no fue total en las células editadas y que existe la posibilidad de
qgue un pequefo subconjunto de los genes corregidos tras la edicién CRISPR-Cas9 lo hayan hecho
debido a la propia manipulaciéon genética. De manera similar, en otras miopatias en las que se usé
CRISPR-Cas9 para corregir una sola mutacién, como en DM1, los fenotipos patoldgicos no se revirtieron
por completo después de la eliminacién de la mutacién 2, Es posible que el tiempo de cultivo de la
linea editada influya en los efectos de CRISPR, ya que puede que no sea suficiente como para reducir
totalmente los niveles de TNPO3mut y/o para cambiar la expresion del resto genes afectados por la
mutacion a pesar de que se haya corregido. Por lo que seria interesante estudiar los efectos de la
edicion génica a mayores tiempos de cultivo e incluso de diferenciacién. Ademas, es importante
destacar que gracias a nuestro estudio de las células editadas con CRISPR hemos visto que hay
alteraciones en la epigenética que se conservan independientemente de la mutacién, manteniendo
asi los efectos en cascada en sus mRNA diana correspondientes. Por lo que aqui se aportan las primeras
evidencias de existen alteraciones epigenéticas que podrian estar contribuyendo también a la
patogenia de la LGMDD2.
Con todo el estudio de la linea celular editada ha aportado gran cantidad de informacion relevante
sobre el mecanismo patogénico de la LGMDD2 y demuestra que CRISPR-Cas9 podria ser una

herramienta valida para probar futuros ensayos clinicos. El primer ensayo clinico con CRISPR se realizé
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en humanos en 2016 como tratamiento de cédncer de pulmdn 22, Desde entonces un nimero cada vez
mayor de estudios han entrado en ensayos clinicos en humanos, la mayoria de los cuales se centran
en la edicidon del genoma ex vivo para tratar diversos tipos de tumores y enfermedades como la B-
talasemia o la anemia falciforme 829, Sin embargo, a pesar de los avances recientes, siguen existiendo
limitaciones importantes en la aplicacién de CRISPR a la clinica, como la eficacia de la administracién,
la mutagénesis de los off-target y el mantenimiento a largo plazo de la edicién génica. Por lo tanto, se
necesitan mas estudios que se centren en la seguridad y la precisidon del sistema CRISPR antes de la

traslacién a la clinica para tratar la LGMDD2 2%,
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Conclusiones

Las conclusiones generales que se pueden extraer a partir de los resultados presentados en

este trabajo son las siguientes:

1. Las moscas que expresan TNPO3mut humano en un fondo genético sensibilizado
para Tnpo-SR son el primer modelo experimental de LGMDD?2 in vivo que reproduce las principales
alteraciones moleculares, histoldgicas y funcionales de los pacientes, como atrofia y degeneracion

muscular y reducida capacidad locomotora.

2. El modelo de LGMDD2 en Drosophila proporciona evidencias de la hiperactivacion
del flujo autofagico que contribuye de forma significativa al fenotipo de degeneraciéon muscular ya
que su reduccién, mediante un farmaco anti-autofagico, fue suficiente para mejorar los fenotipos

relacionados con la atrofia muscular.

3. A partir del estudio del modelo LGMDD2 de Drosophila proponemos la implicacion
de un componente neurogénico en esta distrofia, basado en los fenotipos detectados en moscas que

expresan TNPO3mut en motoneuronas.

4. Los mioblastos inmortalizados de LGMDD2 constituyen el primer modelo in vitro
proveniente de pacientes, que muestra una alteracion en la capacidad de diferenciacion y
proliferacion. Asimismo, aporta evidencias de una desregulacion de la homeostasis en el musculo
por el exceso de activacion de las vias catabdlicas, representado por la sobreactivacion del flujo

autofagico y alteracidon del proteasoma.

5. El estudio de ambos modelos experimentales de LGMDD2 ha brindado informacion
crucial sobre los mecanismos de patogénesis implicados en esta distrofia. Hemos confirmado un
aumento significativo de TNPO3, a nivel de transcrito y proteina, desencadenado por la mutacién
c.2771delA. A su vez, los resultados son congruentes con la hipoétesis de que la TNPO3mut ejerce un
efecto de dominancia negativa. Ademds, se han revelado las primeras evidencias directas de
alteraciones en el splicing constitutivo y alternativo en la LGMDD2, asi como en el metabolismo

energético.

6. El modelo celular de LGMDD2 proporciona la base para una prueba de concepto de

que la edicion mediante CRISPR-Cas9 es un enfoque terapéutico valido para la distrofia y otorga

evidencias de que se producen alteraciones a nivel del miRNoma en esta enfermedad.
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Conclusiones

7. Tanto el modelo de Drosophila como el modelo celular generados son una
importante herramienta para la busqueda de tratamientos contra la LGMDD2. Concretamente se ha
realizado un rastreo de compuestos sobre el modelo de mosca para identificar 9 farmacos, de los

cuales 6 se han validado en los mioblastos derivados de pacientes.

8. De los 6 farmacos validados, se proponen a 4 de ellos como compuestos candidatos
con los que continuar su validacién preclinica, por ser mds eficaces reduciendo el parametro
TNPO3mut/TNPO3. Los mecanismos de accion conocidos de los farmacos identificados

proporcionan informacion sobre posibles nuevas rutas implicadas en la LGMDD2.
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ANEXO






Objetivos

Expresion diferencial del proteoma de los mioblastos inmortalizados derivados de

paciente

A continuacidn, se presentan los resultados de la protedmica de los mioblastos
inmortalizados control (CNT) y derivados de paciente LGMDD2 (LGMDD?2) en la Tabla 5. La tabla
muestra las medias y valores de Fold Change (FC) de cada linea, y los valores estadisticos P-value

y False Discovery Rate (FDR).

Tabla 5. Expresidn diferencial del proteoma de los mioblastos inmortalizados LGMDD2

Protein mean CNT mean LGMDD2 FC Log2 (FC) | P-value FDR -log10 (FDR)
sp|P04792|HSPB1_HUMAN 92598.698 706314.209 7.628 2.931 <0.0001 |<0.0001 4.3188
sp| Q15746 | MYLK_HUMAN 39451.713 66860.668 1.695 0.761 <0.0001 |<0.0001 4.1427
sp|P06756 |ITAV_HUMAN 174021.158 200392.162 1.152 0.204 <0.0001 | 0.0001 3.9872
sp| Q9UNE7 | CHIP_HUMAN 9613.688 7947.448 0.827 -0.275 <0.0001 | 0.0001 3.9872
sp|Q16891|MIC60_HUMAN 318731.299 182509.383 0.573 -0.804 <0.0001 | 0.0001 3.8327
sp|P50479|PDLI4_HUMAN 132130.792 257688.958 1.950 0.964 <0.0001 | 0.0001 3.8327
sp|015075|DCLK1_HUMAN 101044.091 52576.361 0.520 -0.942 <0.0001 | 0.0002 3.7620
sp| Q05209 |PTN12_HUMAN 2467.999 10096.562 4.091 2.032 <0.0001 | 0.0003 3.5800
sp|P49591|SYSC_HUMAN 49794.835 43699.833 0.878 -0.188 <0.0001 | 0.0003 3.5800
sp|Q96199|SUCB2_HUMAN 32361.171 32562.609 1.006 0.009 <0.0001 | 0.0003 3.5800
sp|P33991| MCM4_HUMAN 20368.922 5732.618 0.281 -1.829 <0.0001 | 0.0003 3.5421
sp| Q9UKF6| CPSF3_HUMAN 5741.807 8089.012 1.409 0.494 <0.0001 | 0.0003 3.5200

sp|QINR12|PDLI7_HUMAN 186575.192 316240.031 | 1.695 | 0.761 <0.0001 | 0.0003 3.4855

sp|P14406| CX7A2_HUMAN 283033.767 130978.362 0.463 -1.112 <0.0001 | 0.0004 3.4295

sp|P49588| SYAC_HUMAN 351610.452 404854.963 1.151 0.203 <0.0001 | 0.0004 3.4295
sp|P17612| KAPCA_HUMAN 34786.658 29880.830 0.859 -0.219 <0.0001 | 0.0004 3.4012
sp|Q81Y17|PLPL6_HUMAN 16887.572 14349.714 0.850 -0.235 <0.0001 | 0.0004 3.4012
sp|P37108|SRP14_HUMAN 6373.313 13775.341 2.161 1.112 <0.0001 | 0.0004 3.3556
sp|Q00341|VIGLN_HUMAN 118535.194 314415.685 2.653 1.407 <0.0001 | 0.0005 3.3215
sp|P62854|RS26_HUMAN 132763.205 347481.867 2.617 1.388 <0.0001 | 0.0006 3.1911
sp|P20674| COX5A_HUMAN 70640.512 23082.619 0.327 -1.614 <0.0001 | 0.0006 3.1911
sp|Q9Y6M1|IF2B2_HUMAN 6952.516 24660.602 3.547 1.827 <0.0001 | 0.0006 3.1911
sp| 094919 | ENDD1_HUMAN 47403.545 9784.195 0.206 -2.276 <0.0001 | 0.0006 3.1911
sp|Q9UKK3 | PARP4_HUMAN 17431.273 16148.330 0.926 -0.110 <0.0001 | 0.0006 3.1911
sp| Q14008 | CKAP5_HUMAN 22786.921 36306.318 1.593 0.672 <0.0001 | 0.0007 3.1630
sp|Q99622|C10_HUMAN 2197.872 2480.230 1.128 0.174 <0.0001 | 0.0007 3.1543
sp|Q03135|CAV1_HUMAN 182493.190 273349.350 1.498 0.583 <0.0001 | 0.0008 3.0969
sp|P22626| ROA2_HUMAN 537439.974 669402.609 1.246 0.317 <0.0001 | 0.0008 3.0969
sp|P17844| DDX5_HUMAN 121580.558 138891.619 1.142 0.192 <0.0001 | 0.0008 3.0969
sp|Q8IWA5|CTL2_HUMAN 72206.753 88148.169 1.221 0.288 <0.0001 | 0.0009 3.0357
sp|P36776| LONM_HUMAN 68593.643 103715.749 1.512 0.596 <0.0001 | 0.0010 2.9897
sp|P30048| PRDX3_HUMAN 705347.828 344542.415 0.488 -1.034 <0.0001 | 0.0011 2.9606
sp| 000233 |PSMD9_HUMAN 19266.762 25547.940 1.326 0.407 <0.0001 | 0.0011 2.9606
sp|Q8NOX7 | SPART_HUMAN 11756.773 13078.602 1.112 0.154 <0.0001 | 0.0011 2.9606
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sp|Q8Wz42 | TITIN_HUMAN 776621.208 81764.686 0.105 | -3.248 | <0.0001 | 0.0012 2.9083
sp|Q86UU1|PHLBI_HUMAN | 22405.130 15978.684 0.713 | -0.488 | <0.0001 | 0.0013 2.8989
sp|095674|CDS2_HUMAN 8291.820 4433.718 0.535 | -0.903 | <0.0001 | 0.0013 2.8742
sp|P48047 | ATPO_HUMAN 229096.817 406760.124 | 1.775 | 0.828 | <0.0001 | 0.0014 2.8523
sp|P17812| PYRG1_HUMAN 53960.075 85219.994 1.579 | 0.659 | <0.0001 | 0.0014 2.8523
sp|Q96K17|BT3L4_HUMAN 22388.353 40556.416 1.811 | 0.857 | <0.0001 | 0.0014 2.8523
sp| Q9BUF5| TBB6_HUMAN 61797.244 805505.364 |13.035| 3.704 | <0.0001 | 0.0014 2.8505
sp|P62805|H4_HUMAN 13841546.920 | 9587719.890 | 0.693 | -0.530 | <0.0001 | 0.0014 2.8505
sp|Q08379|GOGA2_HUMAN | 18234.789 13204.238 0.724 | -0.466 | <0.0001 | 0.0014 2.8425
sp|P42167 | LAP2B_HUMAN 30418.542 62027.926 2.039 | 1.028 | <0.0001 | 0.0015 2.8119
sp|075935|DCTN3_HUMAN | 124344.011 82347.397 0.662 | -0.595 | <0.0001 | 0.0016 2.7897
sp| 075964 | ATP5L_HUMAN 11190.585 15210.131 1.359 | 0.443 | <0.0001 | 0.0016 2.7846
sp| 075923 | DYSF_HUMAN 406559.682 152991.347 | 0.376 | -1.410 | <0.0001 | 0.0017 2.7615
sp|P12268|IMDH2_HUMAN | 191881.467 155979.480 | 0.813 | -0.299 | <0.0001 | 0.0018 2.7395
sp| 000303 | EIF3F_HUMAN 34911.530 70902.042 2.031 | 1.022 | <0.0001 | 0.0019 2.7321
sp|P15559|NQO1_HUMAN 74907.191 193599.578 | 2.585 | 1.370 | <0.0001 | 0.0019 2.7215
sp|P13804| ETFA_HUMAN 185736.949 111131.680 | 0.598 | -0.741 | <0.0001 | 0.0019 2.7215
sp|P27797 | CALR_HUMAN 1759804.133 | 1499227.559 | 0.852 | -0.231 | <0.0001 | 0.0020 2.6977
sp|P08237 | PFKAM_HUMAN 62511.700 37519.000 0.600 | -0.737 | <0.0001 | 0.0020 2.6966
sp|P54819| KAD2_HUMAN 544066.615 383040.380 | 0.704 | -0.506 | <0.0001 | 0.0020 2.6966
sp|Q9Y265|RUVB1_HUMAN 71103.818 72185.356 1.015 | 0.022 | <0.0001 | 0.0020 2.6966
sp|P62191| PRS4_HUMAN 54957.255 89682.785 1.632 | 0.707 | <0.0001 | 0.0020 2.6891
sp| 043396 | TXNL1_HUMAN 40598.453 32629.282 0.804 | -0.315 | <0.0001 | 0.0020 2.6891
sp| Q96TA1|NIBA2_HUMAN 158084.599 248159.768 | 1.570 | 0.651 | <0.0001 | 0.0021 2.6847
sp|P99999|CYC_HUMAN 552316.741 234925.460 | 0.425 | -1.233 | <0.0001 | 0.0021 2.6847
sp|P23327|SRCH_HUMAN 5038.910 2089.286 0.415 | -1.270 | <0.0001 | 0.0021 2.6847
sp|P22090|RS4Y1_HUMAN 29895.648 40026.023 1.339 | 0421 | <0.0001 | 0.0021 2.6706
sp|Q8N163|CCAR2_HUMAN | 48080.165 73601.623 1531 | 0.614 | <0.0001 | 0.0022 2.6676
sp| Q15042 |RB3GP_HUMAN 6745.681 15288.035 2.266 | 1.180 | <0.0001 | 0.0022 2.6586
sp|P49736| MCM2_HUMAN 7116.226 7536.439 1.059 | 0.083 | <0.0001 | 0.0022 2.6586
sp|P63220|RS21_HUMAN 269764.324 284961.075 | 1.056 | 0.079 0.0001 | 0.0022 2.6535
sp|Q9H3S7|PTN23_HUMAN 20660.626 21754.844 1.053 | 0.074 0.0001 | 0.0025 2.6036
sp|P09622 | DLDH_HUMAN 219969.715 153482.963 | 0.698 | -0.519 0.0001 | 0.0025 2.5996
sp|P61006 | RABSA_HUMAN 37221.166 23929.251 0.643 | -0.637 0.0001 | 0.0026 2.5870
sp| 075947 |ATP5H_HUMAN | 162791334 118318.542 | 0.727 | -0.460 0.0001 | 0.0026 2.5870
sp| 015523 | DDX3Y_HUMAN 7405.367 11387.928 1.538 | 0.621 0.0001 | 0.0026 2.5807
sp|P11142|HSP7C_HUMAN | 3893013.059 | 3417985.363 | 0.878 | -0.188 0.0001 | 0.0026 2.5776
sp|P30050|RL12_HUMAN 824504.936 723513.161 | 0.878 | -0.189 0.0001 | 0.0027 2.5741
sp|P19237 | TNNI1_HUMAN 858090.144 328112.517 | 0.382 | -1.387 0.0001 | 0.0029 2.5402
sp|P51648| AL3A2_HUMAN 85731.737 33332.541 0389 | -1.363 0.0002 | 0.0029 2.5321
sp|Q99808|529A1_HUMAN 1351.122 11309.081 8370 | 3.065 0.0002 | 0.0029 2.5321
sp|P04179| SODM_HUMAN 267916.502 185099.396 | 0.691 | -0.533 0.0002 | 0.0029 2.5321
sp|P54578| UBP14_HUMAN 35314.564 30519.535 0.864 | -0.211 0.0002 | 0.0030 2.5214
sp|P30101| PDIA3_HUMAN 2304169.444 | 3107420790 | 1.349 | 0.431 0.0002 | 0.0031 2.5075
sp|Q7KZF4|SND1_HUMAN 497337.237 614028.428 | 1.235 | 0.304 0.0002 | 0.0031 2.5075
sp|P51659| DHB4_HUMAN 179842.273 114859.991 | 0.639 | -0.647 0.0002 | 0.0031 2.5075
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sp|P29590| PML_HUMAN 88083.145 146314.011 | 1.661 | 0.732 0.0002 | 0.0031 | 2.5075
sp|Q9BTVA|TMMA43_HUMAN | 112669.578 63625.078 | 0.565 | -0.824 | 0.0002 | 0.0031 | 2.5075
sp|075306|NDUS2_HUMAN | 59341.876 28295917 | 0.477 | -1.068 | 0.0002 | 0.0031 | 2.5075
sp|P07814|SYEP_HUMAN 283902.631 | 403375510 | 1.421 | 0.507 0.0002 | 0.0031 | 2.5075
sp|P62851|RS25_HUMAN 1439664.192 | 1084410.530 | 0.753 | -0.409 | 0.0002 | 0.0031 | 2.5075
sp| Q14839| CHD4_HUMAN 20434.176 26797.882 1311 | 0.391 0.0002 | 0.0031 | 2.5075
sp| Q92643 | GPIS_HUMAN 6198.690 11250.630 1.815 | 0.860 0.0002 | 0.0031 | 2.5075
sp|P33176 | KINH_HUMAN 279378.367 355211.263 | 1.271 | 0.346 0.0002 | 0.0032 | 2.5013
sp|P23246|SFPQ_HUMAN 164389.542 176367.195 | 1.073 | 0.101 0.0002 | 0.0032 | 2.5013
sp|QONVI7|ATD3A_HUMAN | 62110.881 56557.303 0.911 | -0.135 | 0.0002 | 0.0034 | 2.4726
sp|P05141| ADT2_HUMAN 252571.231 130068.752 | 0.515 | -0.957 | 0.0002 | 0.0034 | 2.4711
sp|QOUHX1|PUF60_HUMAN | 59485.799 49890311 | 0.839 | -0.254 | 0.0002 | 0.0034 | 2.4711
sp|P84103| SRSF3_HUMAN 27953.423 75024.467 2.684 |  1.424 0.0002 | 0.0034 | 2.4655
sp| 015400 STX7_HUMAN 7432.150 9216.047 1.240 | 0.310 0.0002 | 0.0034 | 2.4655
sp| Q9BXK5|B2L13_HUMAN 9064.037 26601.153 2935 | 1553 0.0002 | 0.0034 | 2.4634
sp| P84098|RL19_HUMAN 181094.671 243852330 | 1.347 | 0.429 0.0002 | 0.0036 | 2.4397
sp|Q9UMO0|TMCO1_HUMAN | 63011.875 58973.908 | 0.936 | -0.096 | 0.0002 | 0.0037 | 2.4369
sp|Q96P70]|IPO9_HUMAN 12038.381 3745.370 0311 | -1.684 | 0.0003 | 0.0038 | 2.4170
sp|P42785|PCP_HUMAN 7385.967 11521.651 1.560 | 0.641 0.0003 | 0.0038 | 2.4170
sp| P50402 | EMD_HUMAN 7296.438 6997.715 0.959 | -0.060 | 0.0003 | 0.0038 | 2.4170
sp| AOFGR8|ESYT2_HUMAN 30102.301 30826.367 1.024 | 0.034 0.0003 | 0.0038 | 2.4170
sp|Q8N1F7|NUP93_HUMAN | 25849.190 40790.031 1578 | 0.658 0.0003 | 0.0039 | 2.4116
sp|P27824| CALX_HUMAN 709144.918 | 787095.336 | 1.110 | 0.150 0.0003 | 0.0039 | 2.4066
sp|P62841|RS15_HUMAN 3285.595 8287.199 2522 | 1335 0.0003 | 0.0039 | 2.4052
sp|P50452| SPBS_HUMAN 1104.028 1502.021 1360 | 0.444 0.0003 | 0.0039 | 2.4052
sp| 095302 | FKBP9_HUMAN 50952.549 42537132 | 0.835 | -0.260 | 0.0003 | 0.0039 | 2.4052
sp|P35754| GLRX1_HUMAN 72670.487 112246.686 | 1.545 | 0.627 0.0003 | 0.0041 | 2.3872
sp| Q03001 | DYST_HUMAN 91071.475 67890.219 | 0.745 | -0.424 | 0.0003 | 0.0041 | 2.3824
sp| Q07020|RL18_HUMAN 387217.883 500963.260 | 1.294 | 0.372 0.0003 | 0.0042 | 2.3753
sp| P04264|K2C1_HUMAN 4211240.355 | 745429.467 | 0.177 | -2.498 | 0.0003 | 0.0043 | 2.3674
sp|P55209| NP1L1_HUMAN 104369.018 | 303110.450 | 2.904 | 1.538 0.0003 | 0.0043 | 2.3674
sp|095747| OXSR1_HUMAN 1908.488 4076.593 2136 | 1.095 0.0003 | 0.0043 | 2.3674
sp|P13639|EF2_HUMAN 2225506.007 | 2429972.620 | 1.092 | 0.127 0.0003 | 0.0043 | 2.3674
sp|P09211|GSTP1_HUMAN 728181.959 781042.419 | 1.073 | 0.101 0.0003 | 0.0043 | 2.3674
sp| Q9Y266|NUDC_HUMAN 46917.214 39322.674 | 0.838 | -0.255 | 0.0004 | 0.0046 | 2.3394
sp|Q96N66| MBOA7_HUMAN |  896.830 1728.311 1.927 | 0946 0.0004 | 0.0047 | 2.3320
sp|P18124|RL7_HUMAN 456794.916 | 856446.533 | 1.875 | 0.907 0.0004 | 0.0048 | 2.3228
sp|Q13617|CUL2_HUMAN 6067.866 8522.342 1.405 |  0.490 0.0004 | 0.0048 | 2.3228
sp|Q15029]|U551_HUMAN 66613.166 63240.659 | 0.949 | -0.075 | 0.0004 | 0.0048 | 2.3217
sp|Q99460|PSMD1_HUMAN | 134828.788 162645.762 | 1.206 | 0.271 0.0004 | 0.0048 | 2.3195
sp|P09936 | UCHL1_HUMAN 144683.155 526059.916 | 3.636 | 1.862 0.0004 | 0.0049 | 2.3126
sp|P24539]| ATSF1_HUMAN 107444.091 27543.794 | 0.256 | -1.964 | 0.0004 | 0.0049 | 2.3102
sp|Q71U36|TBAIA_HUMAN | 119843.758 | 356563.648 | 2.975 | 1.573 0.0004 | 0.0049 | 2.3102
sp|P61604] CH10_HUMAN 2088000.772 | 882585.288 | 0.423 | -1.242 | 0.0004 | 0.0049 | 2.3087
sp|Q9GZT4|SRR_HUMAN 18219.638 30809.740 1.691 | 0.758 0.0004 | 0.0049 | 2.3087
sp|Q66K74| MAP1S_HUMAN | 11746.105 18822.224 1.602 | 0.680 0.0004 | 0.0049 2.3087
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sp| Q9BPX5 | ARP5L_HUMAN 26484.154 22591.807 0.853 | -0.229 0.0004 | 0.0049 2.3087
sp|P49748| ACADV_HUMAN | 495714.641 250335.753 | 0.505 | -0.986 0.0005 | 0.0052 2.2802
sp|P08238| HS90B_HUMAN 582420.914 767243.982 | 1.317 | 0.398 0.0005 | 0.0052 2.2802
sp|Q15293|RCN1_HUMAN 138703.743 158303.665 | 1.141 | 0.191 0.0005 | 0.0052 2.2802
sp|P60059|SC61G_HUMAN 48425.047 48179.283 0.995 | -0.007 0.0005 | 0.0052 2.2802
sp| Q02952 | AKA12_HUMAN 8311.252 7034.968 0.846 | -0.241 0.0005 | 0.0056 2.2500
sp|P17858| PFKAL_HUMAN 63630.694 93718.661 1.473 | 0.559 0.0005 | 0.0056 2.2496
sp|P20700|LMNB1_HUMAN 39758.074 58115.656 1.462 | 0.548 0.0005 | 0.0056 2.2496
sp|P42330| AK1C3_HUMAN 61950.934 39921.739 0.644 | -0.634 0.0005 | 0.0056 2.2496
sp|P61247|RS3A_HUMAN 378462.893 446867.989 | 1.181 | 0.240 0.0005 | 0.0056 2.2496
sp|P33121|ACSL1_HUMAN 149260.034 129059.246 | 0.865 | -0.210 0.0006 | 0.0059 2.2278
sp|P04181| OAT_HUMAN 71944.984 127749.621 | 1.776 | 0.828 0.0006 | 0.0059 2.2266
sp|Q6P587| FAHD1_HUMAN 15340.043 7730.947 0.504 | -0.989 0.0006 | 0.0060 2.2218
sp|Q8WTS6|SETD7_HUMAN | 34822.366 11559.976 0332 | -1.591 0.0006 | 0.0062 2.2084
sp|P40925| MDHC_HUMAN 191536.206 157479.185 | 0.822 | -0.282 0.0006 | 0.0062 2.2075
sp|P61586| RHOA_HUMAN 123683.218 93765.068 0.758 | -0.400 0.0006 | 0.0062 2.2068
sp|P16070|CD44_HUMAN 67413.297 38850.302 0.576 | -0.795 0.0006 | 0.0063 2.2038
sp|P78417|GSTO1_HUMAN 328967.379 408760.325 | 1.243 | 0.313 0.0006 | 0.0063 2.2038
sp|Q5EB52| MEST_HUMAN 3523.497 5683.673 1.613 | 0.690 0.0007 | 0.0064 2.1914
sp|P78330|SERB_HUMAN 72357.497 69585.140 0.962 | -0.056 0.0007 | 0.0065 2.1876
sp|Q9NP97 | DLRB1_HUMAN 18907.367 41622.119 2.201 | 1.138 0.0007 | 0.0065 2.1870
sp|Q5BKX8|CAVNA_HUMAN | 48572.861 15760.180 0324 | -1.624 0.0007 | 0.0067 2.1747
sp| 095573 | ACSL3_HUMAN 254386.705 406512.286 | 1.598 | 0.676 0.0007 | 0.0067 2.1729
sp|P49773 | HINT1_HUMAN 50481.597 37545.645 0.744 | -0.427 0.0007 | 0.0068 2.1689
sp| 095861 |BPNT1_HUMAN 10668.613 12668.349 1.187 | 0.248 0.0007 | 0.0068 2.1689
sp|Q9HD20|AT131_HUMAN 5529.618 18236.603 3.298 | 1.722 0.0007 | 0.0069 2.1583
sp|P36578|RL4_HUMAN 363007.826 477564177 | 1.316 | 0.396 0.0007 | 0.0069 2.1583
sp|Q9Y295|DRG1_HUMAN 14543.974 16025.815 1.102 | 0.140 0.0007 | 0.0069 2.1583
sp|015260|SURF4_HUMAN 194902.434 350433.122 | 1.798 | 0.846 0.0008 | 0.0070 2.1568
sp| Q01082 |SPTB2_HUMAN 950513.401 662978.300 | 0.697 | -0.520 0.0008 | 0.0073 2.1340
sp|P36871|PGM1_HUMAN 101451.420 103770.326 | 1.023 | 0.033 0.0008 | 0.0074 2.1309
sp|P61619|S61A1_HUMAN 66317.216 91584.453 1.381 | 0.466 0.0009 | 0.0080 2.0943
sp|043707|ACTNA_HUMAN | 1691541.978 | 766090.374 | 0.453 | -1.143 0.0009 | 0.0081 2.0920
sp|P98179|RBM3_HUMAN 9430.307 7180.035 0.761 | -0.393 0.0009 | 0.0081 2.0912
sp|Q15102|PA1B3_HUMAN 15678.947 13044.458 0.832 | -0.265 0.0009 | 0.0081 2.0912
sp|P51572| BAP31_HUMAN 54835.246 94603.907 1.725 | 0.787 0.0009 | 0.0081 2.0906
sp| Q8WZA0|LZIC_HUMAN 1355.617 2557.031 1.886 | 0.916 0.0010 | 0.0085 2.0702
sp|P22059|0SBP1_HUMAN 2250.908 2887.489 1.283 | 0.359 0.0010 | 0.0086 2.0648
sp|Q9ULCA|MCTS1_HUMAN | 58130.618 44670.043 0.768 | -0.380 0.0010 | 0.0088 2.0557
sp|P18206| VINC_HUMAN 1693180.137 | 1167266.790 | 0.689 | -0.537 0.0011 | 0.0090 2.0440
sp|P51668|UB2D1_HUMAN 10822.385 7911.838 0.731 | -0.452 0.0011 | 0.0090 2.0440
sp| Q96EK6 | GNAL_HUMAN 6480.018 16806.233 2594 | 1.375 0.0011 | 0.0091 2.0419
sp|Q13636|RAB31_HUMAN 1410.946 1935.675 1372 | 0.456 0.0011 | 0.0091 2.0411
sp| Q15417 | CNN3_HUMAN 64176.552 179069.532 | 2.790 | 1.480 0.0011 | 0.0093 2.0325
sp|Q9UBQ7|GRHPR_HUMAN | 116938.271 95761.256 0.819 | -0.288 0.0011 | 0.0093 2.0325
sp|P68371|TBB4B_HUMAN 12185.670 112637.896 | 9.243 | 3.208 0.0011 | 0.0093 2.0320
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sp|P61019|RAB2A_HUMAN | 159312.104 176459.396 | 1.108 | 0.147 0.0011 | 0.0093 2.0301
sp| P54577|SYYC_HUMAN 87574.482 185312.193 | 2.116 | 1.081 0.0012 | 0.0097 2.0133
sp| Q53H96| PSCR3_HUMAN 12549.224 20248.954 1.614 | 0.690 0.0012 | 0.0097 2.0133
sp|Q9UMY4|SNX12_HUMAN | 66909.016 73274.754 1.095 | 0.131 0.0012 | 0.0099 2.0038
sp| P12956 | XRCC6_HUMAN 126435.669 137342.406 | 1.086 | 0.119 0.0012 | 0.0100 1.9992
sp|Q96KP4|CNDP2_HUMAN | 73281.832 117793.992 | 1.607 | 0.685 0.0013 | 0.0101 1.9965
sp| QIBQES|APOL2_HUMAN 7306.733 15921.153 2179 | 1124 0.0013 | 0.0101 1.9965
sp|Q8N2F6|ARM10_HUMAN | 1987.182 4991.215 2512 | 1.329 0.0013 | 0.0101 1.9965
sp|Q8WX93|PALLD_HUMAN | 764497.913 717551515 | 0.939 | -0.091 | 0.0013 | 0.0101 1.9965
sp| Q96AQ6 | PBIP1_HUMAN 33339.354 44507.701 1.335 | 0.417 0.0013 | 0.0101 1.9965
sp| Q6IAAS|LTOR1_HUMAN 26094.940 30987.918 1.188 | 0.248 0.0013 | 0.0101 1.9948
sp|P36542| ATPG_HUMAN 243327.809 154596.338 | 0.635 | -0.654 | 0.0013 | 0.0102 1.9900
sp| P36969|GPX4_HUMAN 27961.327 35183.105 1.258 | 0.331 0.0013 | 0.0103 1.9890
sp|P53621] COPA_HUMAN 634698.144 799835.572 | 1.260 | 0.334 0.0014 | 0.0106 1.9749
sp|P13929|ENOB_HUMAN 198450.930 54024.981 0.272 | -1.877 | 0.0014 | 0.0106 1.9749
sp|P13797 | PLST_HUMAN 213818.374 256035.788 | 1.197 | 0.260 0.0014 | 0.0106 1.9749
sp|P78559| MAP1A_HUMAN | 167795.047 126495.689 | 0.754 | -0.408 | 0.0015 | 0.0112 1.9491
sp|075489|NDUS3_HUMAN | 25537.009 5053.507 0.198 | -2.337 | 0.0015 | 0.0112 1.9491
sp|P46379|BAG6_HUMAN 16377.872 31875.091 1.946 | 0.961 0.0015 | 0.0112 1.9491
sp|P23396|RS3_HUMAN 1106616.972 | 1420992.217 | 1.284 | 0.361 0.0015 | 0.0112 1.9491
sp|P31937|3HIDH_HUMAN 72128.888 55793.943 0.774 | -0.370 | 0.0015 | 0.0112 1.9491
sp|P62937| PPIA_HUMAN 8832752.895 | 8129316.772 | 0.920 | -0.120 | 0.0015 | 0.0112 1.9491
sp| P08670| VIME_HUMAN 5105813.330 | 8379230.447 | 1.641 | 0.715 0.0015 | 0.0114 1.9443
sp|014828| SCAM3_HUMAN 9591.799 20271.473 2.113 | 1.080 0.0016 | 0.0114 1.9421
sp|075251|NDUS7_HUMAN | 43157.297 27944.922 0.648 | -0.627 | 0.0016 | 0.0117 1.9311
sp| Q96B97 | SH3K1_HUMAN 8180.598 7671.594 0.938 | -0.093 | 0.0016 | 0.0118 1.9271
sp| P06748|NPM_HUMAN 189378.999 284059.293 | 1.500 | 0.585 0.0017 | 0.0118 1.9264
sp|P24844| MYL9_HUMAN 54299.469 74791.116 1377 | 0.462 0.0017 | 0.0118 1.9264
sp|060271]JIP4_HUMAN 2380.985 1916.555 0.805 | -0.313 | 0.0017 | 0.0118 1.9264
sp|Q9Y678| COPG1_HUMAN | 205914.038 305320.924 | 1.483 | 0.568 0.0017 | 0.0121 1.9189
sp|P68104|EF1A1_HUMAN | 5031415.285 | 8743336.958 | 1.738 | 0.797 0.0018 | 0.0123 1.9114
sp| P55084| ECHB_HUMAN 677379.966 387756.955 | 0.572 | -0.805 | 0.0018 | 0.0123 1.9114
sp| Q9HB71|CYBP_HUMAN 77740.077 51239.222 0.659 | -0.601 | 0.0018 | 0.0123 1.9114
sp| Q14696 | MESD_HUMAN 1526.116 3002.481 1.967 | 0.976 0.0017 | 0.0123 1.9114
sp|Q9BULS|PDC10_HUMAN 5893.591 9797.197 1.662 | 0.733 0.0018 | 0.0123 1.9114
sp| QINYF8|BCLF1_HUMAN 4889.926 7983.034 1.633 | 0.707 0.0018 | 0.0123 1.9109
sp|075083| WDR1_HUMAN | 787930.112 665392.472 | 0.844 | -0.244 | 0.0018 | 0.0123 1.9109
sp| P53992|5€24C_HUMAN 91109.755 81984.493 0.900 | -0.152 | 0.0018 | 0.0123 1.9109
sp|Q13907|1DI1_HUMAN 95634.936 100622.016 | 1.052 | 0.073 0.0018 | 0.0123 1.9109
sp|014974| MYPT1_HUMAN | 11889.722 23368.762 1.965 | 0.975 0.0018 | 0.0124 1.9078
sp|P61225|RAP2B_HUMAN 42503.169 57139.072 1.344 | 0.427 0.0019 | 0.0124 1.9069
sp|Q702N8| XIRP1_HUMAN 33861.799 55370.306 1.635 | 0.709 0.0019 | 0.0124 1.9069
sp|E9PAV3|NACAM_HUMAN | 123028.480 134549.278 | 1.094 | 0.129 0.0019 | 0.0124 1.9059
sp| P38571|LICH_HUMAN 12223.123 11900.588 0.974 | -0.039 | 0.0019 | 0.0128 1.8944
sp| 014618 CCS_HUMAN 12218.002 22867.915 1.872 | 0.904 0.0021 | 0.0142 1.8482
sp| QIUKX2 | MYH2_HUMAN 99527.723 18596.305 0.187 | -2.420 | 0.0022 | 0.0142 1.8476
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sp|Q16775|GLO2_HUMAN 83000.268 62986.508 0.759 -0.398 0.0022 | 0.0142 1.8476
sp|P40261|NNMT_HUMAN 511243.976 1566793.220 3.065 1.616 0.0022 | 0.0144 1.8407
sp|Q8TAT6|NPL4_HUMAN 41138.704 32104.750 0.780 -0.358 0.0022 | 0.0144 1.8407
sp|P42766|RL35_HUMAN 248661.054 297440.295 1.196 0.258 0.0022 | 0.0144 1.8407
sp|P60520| GBRL2_HUMAN 14301.212 4601.195 0.322 -1.636 0.0023 | 0.0145 1.8399
sp|P60660| MYL6_HUMAN 1022358.673 701772.752 0.686 -0.543 0.0023 | 0.0150 1.8241
sp|Q86VP6|CAND1_HUMAN 477929.390 668092.618 1.398 0.483 0.0024 | 0.0151 1.8205
sp| Q96EP5 | DAZP1_HUMAN 1026.751 3076.282 2.996 1.583 0.0024 | 0.0151 1.8205
sp|P46459|NSF_HUMAN 189702.956 171388.169 0.903 -0.146 0.0024 | 0.0151 1.8205
sp|Q96QR8|PURB_HUMAN 64311.966 52197.410 0.812 -0.301 0.0024 | 0.0151 1.8205
sp|P31946|1433B_HUMAN 159115.091 183720.397 1.155 0.207 0.0024 | 0.0152 1.8170
sp|P15880|RS2_HUMAN 363322.195 721359.396 1.985 0.989 0.0025 | 0.0153 1.8165
sp|Q8NB37|GALD1_HUMAN 6445.482 7519.394 1.167 0.222 0.0025 | 0.0153 1.8160
sp|Q15819|UB2V2_HUMAN 24909.118 35052.485 1.407 0.493 0.0025 | 0.0157 1.8031
sp| 000186 | STXB3_HUMAN 18010.874 31329.618 1.739 0.799 0.0026 | 0.0163 1.7885
sp|Q9Y2J8|PADI2_HUMAN 13431.739 2645.954 0.197 -2.344 0.0027 | 0.0164 1.7847
sp|P62873|GBB1_HUMAN 74761.975 53980.450 0.722 -0.470 0.0027 | 0.0165 1.7817
sp| 094979 |SC31A_HUMAN 276798.205 374100.138 1.352 0.435 0.0028 | 0.0167 1.7778
sp|P23229|1ITA6_HUMAN 191971.918 68331.152 0.356 -1.490 0.0028 | 0.0167 1.7778
sp|P42224|STAT1_HUMAN 100487.118 526671.418 5.241 2.390 0.0028 | 0.0167 1.7778
sp|P50895|BCAM_HUMAN 37537.216 10232.744 0.273 -1.875 0.0028 | 0.0167 1.7778
sp|P13693| TCTP_HUMAN 248688.530 267381.698 1.075 0.105 0.0028 | 0.0167 1.7777
sp|Q9H307 | PININ_HUMAN 2423.801 978.157 0.404 -1.309 0.0028 | 0.0167 1.7774
sp|P48509|CD151_HUMAN 174093.623 209598.436 1.204 0.268 0.0029 | 0.0169 1.7710
sp|Q68EM7|RHG17_HUMAN 16913.302 9873.377 0.584 -0.777 0.0029 | 0.0171 1.7671
sp|P14618| KPYM_HUMAN 15431318.452 | 15607460.916 | 1.011 0.016 0.0029 | 0.0171 1.7671
sp|P62829|RL23_HUMAN 251035.173 384486.449 1.532 0.615 0.0030 | 0.0173 1.7608
sp| Q01844 | EWS_HUMAN 30594.182 16686.735 0.545 -0.875 0.0030 | 0.0173 1.7608
sp|P55291|CAD15_HUMAN 2709.533 7332.374 2.706 1.436 0.0030 | 0.0173 1.7608
sp|P28070| PSB4_HUMAN 152458.125 118828.606 0.779 -0.360 0.0030 | 0.0174 1.7606
sp| 043678 NDUA2_HUMAN 97622.429 30647.665 0.314 -1.671 0.0030 | 0.0174 1.7592
sp|P40926 | MDHM_HUMAN 1420144.659 597201.065 0.421 -1.250 0.0031 | 0.0175 1.7580
sp| 075347 | TBCA_HUMAN 62178.058 36335.638 0.584 -0.775 0.0031 | 0.0175 1.7580
sp|P13674| P4HA1_HUMAN 146845.725 209378.905 1.426 0.512 0.0031 | 0.0176 1.7555
sp| 060831 | PRAF2_HUMAN 8414.218 17509.307 2.081 1.057 0.0031 | 0.0176 1.7555
sp|P25788| PSA3_HUMAN 242391.681 200752.185 0.828 -0.272 0.0031 | 0.0176 1.7555
sp|Q27J81|INF2_HUMAN 30681.102 40834.224 1.331 0.412 0.0031 | 0.0176 1.7555
sp|P30041| PRDX6_HUMAN 2056059.352 2035753.508 0.990 -0.014 0.0031 | 0.0176 1.7555
sp|Q9BWM7|SFXN3_HUMAN | 243767.537 183341.680 0.752 -0.411 0.0033 | 0.0184 1.7345
sp| Q8IWX7 | UN45B_HUMAN 78653.673 30424.035 0.387 -1.370 0.0033 | 0.0185 1.7329
sp| 060506 | HNRPQ_HUMAN 260266.440 239923.137 0.922 -0.117 0.0033 | 0.0185 1.7329
sp|P28331|NDUS1_HUMAN 255617.635 145700.798 0.570 -0.811 0.0034 | 0.0186 1.7305
sp|096011|PX11B_HUMAN 21833.606 10102.887 0.463 -1.112 0.0034 | 0.0186 1.7305
sp| Q01581 |HMCS1_HUMAN 35881.168 42586.007 1.187 0.247 0.0034 | 0.0187 1.7281
sp|P20073| ANXA7_HUMAN 44797.771 33784.789 0.754 -0.407 0.0034 | 0.0187 1.7281
sp|P00505| AATM_HUMAN 374768.826 207673.312 0.554 -0.852 0.0035 | 0.0188 1.7268
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sp|P54289|CA2D1_HUMAN 83531.745 19411.432 0.232 -2.105 0.0035 | 0.0188 1.7268
sp|P84085| ARF5_HUMAN 7507.804 10006.496 1.333 0.414 0.0035 | 0.0188 1.7268
sp| Q04323 | UBXN1_HUMAN 12977.226 14127.631 1.089 0.123 0.0035 | 0.0188 1.7268
sp| Q15149 | PLEC_HUMAN 1532822.871 1972331.869 1.287 0.364 0.0035 | 0.0189 1.7228
sp|QINSD9|SYFB_HUMAN 138825.549 130267.835 0.938 -0.092 0.0036 | 0.0189 1.7228
sp|P80297 | MT1X_HUMAN 30893.015 110554.625 3.579 1.839 0.0036 | 0.0191 1.7198
sp|P78371| TCPB_HUMAN 472168.099 385715.412 0.817 -0.292 0.0036 | 0.0191 1.7193
sp|P60900| PSA6_HUMAN 228306.860 185362.485 0.812 -0.301 0.0037 | 0.0193 1.7154
sp| 060664 | PLIN3_HUMAN 203294.503 502624.478 2.472 1.306 0.0037 | 0.0193 1.7139
sp|P54709|AT1B3_HUMAN 127311.183 34860.383 0.274 -1.869 0.0037 | 0.0195 1.7103
sp|P30536| TSPO_HUMAN 31671.112 65354.399 2.064 1.045 0.0038 | 0.0198 1.7026
sp|P49755| TMEDA_HUMAN 131747.477 107298.706 0.814 -0.296 0.0038 | 0.0198 1.7026
sp|Q9Y2R5|RT17_HUMAN 52895.748 21020.699 0.397 -1.331 0.0038 | 0.0199 1.7012
sp|P53004|BIEA_HUMAN 101414.441 56431.580 0.556 -0.846 0.0039 | 0.0201 1.6970
sp|Q15631| TSN_HUMAN 98783.218 67270.121 0.681 -0.554 0.0039 | 0.0202 1.6939
sp|Q32P28|P3H1_HUMAN 119523.893 151697.330 1.269 0.344 0.0040 | 0.0205 1.6887
sp| 043852 | CALU_HUMAN 21565.215 73033.807 3.387 1.760 0.0040 | 0.0206 1.6864
sp|Q9UJ70| NAGK_HUMAN 46165.171 63358.012 1.372 0.457 0.0041 | 0.0207 1.6841
sp|P63000|RAC1_HUMAN 224355.399 192443.052 0.858 -0.221 0.0041 | 0.0207 1.6831
sp|Q9BR76 | COR1B_HUMAN 125739.321 76087.654 0.605 -0.725 0.0042 | 0.0212 1.6738
sp| 060662 |KLH41_HUMAN 1360074.036 229900.962 0.169 -2.565 0.0042 | 0.0212 1.6733
sp|Q16543|CDC37_HUMAN 89548.263 86836.486 0.970 -0.044 0.0042 | 0.0212 1.6727
sp|P08133| ANXA6_HUMAN 6380694.250 3783657.833 0.593 -0.754 0.0043 | 0.0214 1.6697
sp| Q99497 | PARK7_HUMAN 834775.417 638978.951 0.765 -0.386 0.0043 | 0.0214 1.6697
sp|P19623 | SPEE_HUMAN 47840.632 52447.760 1.096 0.133 0.0043 | 0.0214 1.6697
sp| Q06323 | PSME1_HUMAN 160735.441 138228.261 0.860 -0.218 0.0043 | 0.0214 1.6697
sp|095831|AIFM1_HUMAN 21040.246 6474.565 0.308 -1.700 0.0044 | 0.0217 1.6640
sp|P48444| COPD_HUMAN 140789.323 199807.551 1.419 0.505 0.0044 | 0.0217 1.6640
sp| Q03519 | TAP2_HUMAN 21999.518 36513.945 1.660 0.731 0.0045 | 0.0218 1.6622
sp|P63261| ACTG_HUMAN 4969123.647 8231874.171 1.657 0.728 0.0045 | 0.0218 1.6622
sp| 015067 | PUR4A_HUMAN 3559.342 10837.280 3.045 1.606 0.0045 | 0.0218 1.6614
sp| 095865 |DDAH2_HUMAN 116106.637 90878.950 0.783 -0.353 0.0046 | 0.0222 1.6546
sp|P58546| MTPN_HUMAN 11698.755 1318.414 0.113 -3.149 0.0047 | 0.0227 1.6440
sp|P98160| PGBM_HUMAN 68017.011 29476.003 0.433 -1.206 0.0047 | 0.0228 1.6425
sp|P23381|SYWC_HUMAN 215736.310 306285.733 1.420 0.506 0.0048 | 0.0230 1.6383
sp|P62753|RS6_HUMAN 120195.981 329722.424 2.743 1.456 0.0048 | 0.0231 1.6360
sp|P61077|UB2D3_HUMAN 39712.455 96365.334 2.427 1.279 0.0049 | 0.0231 1.6360
sp|P17987| TCPA_HUMAN 273349.238 287599.042 1.052 0.073 0.0049 | 0.0231 1.6360
sp|Q9HBLO|TENS1_HUMAN 9176.078 30211.227 3.292 1.719 0.0049 | 0.0231 1.6359
sp|P52306|GDS1_HUMAN 83842.925 95411.015 1.138 0.186 0.0049 | 0.0231 1.6359
sp|P83916|CBX1_HUMAN 11513.777 14319.712 1.244 0.315 0.0049 | 0.0231 1.6359
sp| Q13509 | TBB3_HUMAN 13350.214 114805.607 8.600 3.104 0.0050 | 0.0232 1.6344
sp|P63151|2ABA_HUMAN 20697.451 21493.251 1.038 0.054 0.0050 | 0.0232 1.6344
sp|P51808|DYLT3_HUMAN 3998.324 10030.339 2.509 1.327 0.0051 | 0.0236 1.6272
sp| Q92974 | ARHG2_HUMAN 233717.970 117193.170 0.501 -0.996 0.0051 | 0.0236 1.6270
sp|P05161|1SG15_HUMAN 6804.691 30768.720 4.522 2.177 0.0052 | 0.0236 1.6262
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sp| Q9BRF8| CPPED_HUMAN 79908.779 58186.120 | 0.728 | -0.458 | 0.0051 | 0.0236 1.6262
sp| 075643 | U520_HUMAN 69041.197 79307.773 1.149 | 0.200 0.0052 | 0.0236 1.6262
sp|Q9HIBA|SFXN1_HUMAN | 25193.532 28866.025 1.146 | 0.196 0.0052 | 0.0236 1.6262
sp|QONVD7|PARVA_HUMAN | 105464.745 158971.616 | 1.507 | 0.592 0.0052 | 0.0237 1.6254
sp|QINUU7|DD19A_HUMAN | 8736.660 16976.540 1.943 | 0958 0.0053 | 0.0239 1.6208
sp| Q13596 | SNX1_HUMAN 34955.450 53984.421 1544 | 0627 0.0054 | 0.0242 1.6154
sp|P14621] ACYP2_HUMAN 16146.991 10984.642 | 0.680 | -0.556 | 0.0054 | 0.0242 1.6154
sp|P63167|DYL1_HUMAN 77252.395 52703.825 | 0.682 | -0.552 | 0.0054 | 0.0243 1.6138
sp| Q0ZGT2|NEXN_HUMAN 65363.277 51092.623 0.782 | -0.355 | 0.0054 | 0.0243 1.6138
sp| 075368 | SH3L1_HUMAN 91724.500 89631.483 0.977 | -0.033 | 0.0056 | 0.0249 1.6046
sp|P07858| CATB_HUMAN 217375.603 718362.850 | 3.305 | 1.725 0.0056 | 0.0249 1.6031
sp|Q93050|VPP1_HUMAN 25093.945 15188.773 0.605 | -0.724 | 0.0056 | 0.0249 1.6031
sp| Q9UNL2 | SSRG_HUMAN 9538.558 30995.773 3.250 | 1.700 0.0058 | 0.0256 1.5920
sp|Q6P2Q9| PRPS_HUMAN 71373.752 94576.846 1325 | 0.406 0.0058 | 0.0256 1.5911
sp|P60866 |RS20_HUMAN 33530.127 189335.841 | 5.647 | 2.497 0.0059 | 0.0260 1.5858
sp| P54687 | BCAT1_HUMAN 27714.936 27874.154 1.006 | 0.008 0.0060 | 0.0265 1.5769
sp| QINS86|LANC2_HUMAN 9283.188 11595.252 1.249 | 0321 0.0061 | 0.0268 1.5724
sp|P26038| MOES_HUMAN | 1212466.536 | 1508201.502 | 1.244 | 0.315 0.0061 | 0.0268 1.5720
sp|P09417 | DHPR_HUMAN 46641.019 20145028 | 0.432 | -1.211 | 0.0062 | 0.0272 1.5658
sp|Q9BRA2|TXD17_HUMAN | 153890.029 199433541 | 1.296 | 0.374 0.0065 | 0.0284 1.5470
sp|P31040| SDHA_HUMAN 92917.411 48796.248 | 0.525 | -0.929 | 0.0066 | 0.0284 1.5470
sp|P26583|HMGB2_HUMAN | 13915.087 27641.151 1.986 | 0.990 0.0066 | 0.0284 1.5470
sp|P12814|ACTN1_HUMAN | 1872071.294 | 1282485.769 | 0.685 | -0.546 | 0.0066 | 0.0285 1.5451
sp| P35270| SPRE_HUMAN 19132.784 26357.755 1.378 | 0.462 0.0068 | 0.0292 1.5347
sp|P42704|LPPRC_HUMAN 457857.711 306646.571 | 0.670 | -0.578 | 0.0070 | 0.0296 1.5292
sp|Q13561|DCTN2_HUMAN | 66757.655 86834.181 1301 | 0.379 0.0069 | 0.0296 1.5292
sp|P52434|RPAB3_HUMAN 3988.327 1854.332 0.465 | -1.105 | 0.0069 | 0.0296 1.5292
sp|096019| ACLGA_HUMAN 7659.000 6247.456 0.816 | -0.294 | 0.0070 | 0.0296 1.5282
sp|015460| PAHA2_HUMAN | 230074.384 | 356906.631 | 1.551 | 0.633 0.0070 | 0.0297 1.5271
sp|Q14677| EPN4_HUMAN 726.369 1718.425 2.366 | 1.242 0.0072 | 0.0303 1.5180
sp|P52272|HNRPM_HUMAN | 164132.295 377099.770 | 2.298 | 1.200 0.0072 | 0.0304 1.5174
sp|P61956|SUMO2_HUMAN | 21278.171 56974.181 2678 | 1.421 0.0073 | 0.0304 1.5171
sp|014672|ADA10_HUMAN | 14037.484 20081.043 1.431 | 0517 0.0073 | 0.0304 1.5171
sp|095336|6PGL_HUMAN 193960.174 171979.748 | 0.887 | -0.174 | 0.0073 | 0.0304 1.5171
sp|Q96T76|MMS19_HUMAN | 21007.590 17379.307 | 0.827 | -0.274 | 0.0073 | 0.0304 1.5171
sp|P29966| MARCS_HUMAN | 13188.880 24931.641 1.890 | 0.919 0.0074 | 0.0305 1.5150
sp|Q13203|MYBPH_HUMAN | 47710.636 12496.067 | 0.262 | -1.933 | 0.0075 | 0.0310 1.5089
sp|P63244|RACK1_HUMAN | 908225586 | 958813.059 | 1.056 | 0.078 0.0075 | 0.0310 1.5089
sp| A1LOTO|HACL2_HUMAN 10380.594 28442.724 | 2.740 | 1.454 0.0076 | 0.0310 1.5085
sp| P43686| PRS6B_HUMAN 107390.745 123454.856 | 1.150 | 0.201 0.0076 | 0.0312 1.5065
sp|P55769| NH2L1_HUMAN 8604.046 22155.123 2575 | 1365 0.0077 | 0.0316 1.5007
sp|Q9POLO| VAPA_HUMAN 20749.901 12863.825 | 0.620 | -0.690 | 0.0078 | 0.0317 1.4984
sp| Q9UPN3|MACF1_HUMAN | 406904.081 159808.453 | 0.393 | -1.348 | 0.0081 | 0.0329 1.4826
sp|P27635|RL10_HUMAN 12494.872 36981.078 2960 | 1.565 0.0081 | 0.0329 1.4826
sp|060716|CTND1_HUMAN | 100157.943 147080.504 | 1.468 | 0.554 0.0084 | 0.0339 1.4698
sp|P62917|RL8_HUMAN 282436.557 | 368815.013 | 1.306 | 0.385 0.0085 | 0.0340 1.4679
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sp|Q9UBWS|CSN7A_HUMAN | 24492.901 29023.175 1.185 | 0.245 0.0086 | 0.0344 1.4637
sp|Q2TAA2|IAH1_HUMAN 9744.303 8959.865 0.919 | -0.121 | 0.0087 | 0.0348 1.4579
sp|P27816| MAPA_HUMAN 102161.539 238528.492 | 2.335 | 1.223 0.0089 | 0.0354 1.4508
sp|000429| DNM1L_HUMAN | 36193.387 78207.446 2161 | 1112 0.0090 | 0.0358 1.4463
sp|Q9Y3U8|RL36_HUMAN 19681.537 63919.247 3.248 |  1.699 0.0091 | 0.0358 1.4457
sp| 000264| PGRC1_HUMAN 66283.442 52564.450 | 0.793 | -0.335 | 0.0090 | 0.0358 1.4457
sp|Q63ZY3|KANK2_HUMAN | 10744.000 18581.361 1729 | 0.790 0.0093 | 0.0365 1.4376
sp|043237|DC1L2_HUMAN 32531.158 39622.493 1.218 | 0.284 0.0094 | 0.0367 1.4350
sp|P50213 | IDH3A_HUMAN 106611.340 69694.555 | 0.654 | -0.613 | 0.0093 | 0.0367 1.4350
sp|P56556|NDUA6_HUMAN | 94433.425 37199.371 | 0.394 | -1.344 | 0.0095 | 0.0370 1.4319
sp|Q9BT78|CSN4_HUMAN 37879.702 35650.822 | 0.941 | -0.087 | 0.0095 | 0.0370 1.4319
sp| Q9H3N1|TMX1_HUMAN 29055.057 39926.333 1374 | 0.459 0.0096 | 0.0373 1.4286
sp|P25205| MCM3_HUMAN 18215.394 11371.694 | 0.624 | -0.680 | 0.0097 | 0.0375 1.4264
sp| P13861|KAP2_HUMAN 47155.909 53252.136 1.129 | 0.175 0.0097 | 0.0375 1.4264
sp|Q96CT7|CC124_HUMAN 10056.366 10030.094 | 0.997 | -0.004 | 0.0098 | 0.0378 1.4226
sp|QOUHDS|SEPT9_HUMAN | 392460.413 301727.075 | 0.769 | -0.379 | 0.0099 | 0.0380 1.4207
sp|P02751| FINC_HUMAN 827046.719 | 1751797.854 | 2.118 | 1.083 0.0101 | 0.0385 1.4143
sp|P51970|NDUAS_HUMAN | 100790.586 46641764 | 0463 | -1.112 | 0.0100 | 0.0385 1.4143
sp| Q61BSO| TWF2_HUMAN 50681.127 58244.534 1.149 | 0.201 0.0103 | 0.0392 1.4070
sp|Q13409|DC1I12_HUMAN 71809.748 77323.682 1.077 | 0.107 0.0104 | 0.0397 1.4009
sp|Q9UL15|BAG5_HUMAN 1016.299 2560.389 2519 | 1333 0.0105 | 0.0399 1.3986
sp|P07437 | TBB5_HUMAN 110099.413 | 1417265.579 |12.873| 3.686 0.0107 | 0.0405 1.3927
sp|Q9UJU6 | DBNL_HUMAN 11155.464 13733.174 1.231 | 0.300 0.0107 | 0.0405 1.3927
sp|Q93052|LPP_HUMAN 6960.619 8087.606 1.162 | 0216 0.0107 | 0.0405 1.3927
sp|Q6NYC8|PPR18_HUMAN 1081.269 1327.601 1.228 | 0.296 0.0108 | 0.0405 1.3926
sp| QINZO8|ERAP1_HUMAN 29884.829 49617.678 1.660 | 0.731 0.0108 | 0.0406 1.3918
sp|Q16630| CPSF6_HUMAN 11144.385 14577.921 1.308 | 0.387 0.0108 | 0.0406 1.3918
sp| P23528| COF1_HUMAN 218194.771 | 1023125935 | 4.689 | 2.229 0.0110 | 0.0409 1.3881
sp|Q9GZQ8|MLP3B_HUMAN | 257306.937 147818.975 | 0.574 | -0.800 | 0.0111 | 0.0409 1.3881
sp|P09132|SRP19_HUMAN 5204.765 1259.112 0.242 | -2.047 | 0.0110 | 0.0409 1.3881
sp| Q96DB5 | RMD1_HUMAN 9041.545 5022.968 0.556 | -0.848 | 0.0111 | 0.0409 1.3881
sp| Q99816 TS101_HUMAN 10692.470 10267.054 | 0.960 | -0.059 | 0.0113 | 0.0418 1.3792
sp|P52907| CAZA1_HUMAN 223431.686 197330.812 | 0.883 | -0.179 | 0.0115 | 0.0421 1.3755
sp|Q9Y6D6|BIG1_HUMAN 1296.908 2892.615 2230 | 1157 0.0115 | 0.0421 1.3755
sp|P15170| ERF3A_HUMAN 31486.823 29601.761 | 0.940 | -0.089 | 0.0115 | 0.0421 1.3755
sp|P45877 | PPIC_HUMAN 145016.454 70097.754 | 0.483 | -1.049 | 0.0116 | 0.0422 1.3747
sp|P36507| MP2K2_HUMAN 2208.794 3611.016 1.635 | 0.709 0.0119 | 0.0435 13611
sp|P16615|AT2A2_HUMAN | 435750.047 142743.897 | 0328 | -1.610 | 0.0121 | 0.0439 13576
sp|Q13155| AIMP2_HUMAN 34117.098 71871.522 2107 | 1.075 0.0121 | 0.0439 13576
sp|P01033| TIMP1_HUMAN 41171.019 161492.838 | 3.922 | 1.972 0.0122 | 0.0440 1.3569
sp|P47755| CAZA2_HUMAN 76577.147 61435.297 | 0.802 | -0.318 | 0.0122 | 0.0440 1.3569
sp|000116| ADAS_HUMAN 20234.466 12170.125 | 0.601 | -0.733 | 0.0124 | 0.0445 13518
sp|P28482| MKO1_HUMAN 136502.410 98588.862 | 0.722 | -0.469 | 0.0125 | 0.0446 1.3502
sp|Q15165| PON2_HUMAN 29558.428 37001.949 1252 | 0324 0.0125 | 0.0446 1.3502
sp|Q14195|DPYL3_HUMAN | 133947.205 82278.666 | 0.614 | -0.703 | 0.0125 | 0.0447 1.3497
sp| Q9UKM9|RALY_HUMAN 74765.741 80810.699 1.081 | 0.112 0.0125 | 0.0447 1.3497
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sp|QINPJ3|ACO13_HUMAN 68376.834 31632.409 0.463 -1.112 0.0127 | 0.0450 1.3466
sp|Q6UB35|C1TM_HUMAN 15974.079 27120.584 1.698 0.764 0.0127 | 0.0451 1.3457
sp|Q06210|GFPT1_HUMAN 111298.190 214878.554 1.931 0.949 0.0128 | 0.0451 1.3456
sp|P36404| ARL2_HUMAN 6856.349 12694.429 1.851 0.889 0.0128 | 0.0451 1.3456
sp| 095299 | NDUAA_HUMAN 3932.316 16863.703 4.288 2.100 0.0130 | 0.0458 1.3392
sp| 014773 | TPP1_HUMAN 106241.948 140337.124 1.321 0.402 0.0130 | 0.0458 1.3392
sp|P62195|PRS8_HUMAN 32356.882 60099.589 1.857 0.893 0.0132 | 0.0462 1.3351
sp|P22314|UBA1_HUMAN 684404.570 672923.138 0.983 -0.024 0.0133 | 0.0463 1.3342
sp|P69905| HBA_HUMAN 6928.007 16353.449 2.360 1.239 0.0133 | 0.0463 1.3340
sp|Q9Y4Z0|LSM4_HUMAN 10320.190 4183.903 0.405 -1.303 0.0134 | 0.0465 1.3330
sp|QINZB2|F120A_HUMAN 746.155 400.844 0.537 -0.896 0.0134 | 0.0465 1.3329
sp| Q14152 | EIF3A_HUMAN 151084.522 170718.720 1.130 0.176 0.0134 | 0.0465 1.3329
sp|075534|CSDE1_HUMAN 44656.515 35826.335 0.802 -0.318 0.0135 | 0.0465 1.3329
sp|P38159|RBMX_HUMAN 49878.598 80348.097 1.611 0.688 0.0135 | 0.0465 1.3329
sp|Q16270|1BP7_HUMAN 24806.131 8367.880 0.337 -1.568 0.0135 | 0.0465 1.3329
sp|P50552| VASP_HUMAN 1479.866 3394.915 2.294 1.198 0.0137 | 0.0471 1.3273
sp|Q9P035|HACD3_HUMAN 28832.266 29161.338 1.011 0.016 0.0138 | 0.0471 1.3273
sp|Q13510|ASAH1_HUMAN 160844.777 103032.644 0.641 -0.643 0.0138 | 0.0471 1.3266
sp|P08708|RS17_HUMAN 97500.377 79259.784 0.813 -0.299 0.0139 | 0.0474 1.3243
sp|Q15435|PP1R7_HUMAN 20774.032 25263.594 1.216 0.282 0.0142 | 0.0483 1.3163
sp|Q86WV6 | STING_HUMAN 139058.330 116992.901 0.841 -0.249 0.0145 | 0.0490 1.3094
sp|Q6NZI2| CAVN1_HUMAN 240403.694 460865.905 1.917 0.939 0.0146 | 0.0492 1.3080
sp|Q9Y320| TMX2_HUMAN 3340.652 7473.073 2.237 1.162 0.0150 | 0.0503 1.2985
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Anexo
Publicaciones

Los resultados obtenidos para alcanzar el objetivo 1 de la presente tesis doctoral vienen

recogidos en la siguiente publicacidn, en la que la doctoranda es autora:

Blazquez-Bernal A, Fernandez-Costa JM, Bargiela A, Artero R. Inhibition of autophagy rescues

muscle atrophy in a LGMDD2 Drosophila model. FASEB J. 2021 Oct 1;35(10)

Los resultados obtenidos, en colaboracion con el grupo de Patologia Neuromuscular y
Ataxias del IIS La Fe, con los que se ha conseguido el objetivo 3 de la presente tesis doctoral

estan en la siguiente publicacién, en la que la doctoranda es co-autora :

Poyatos-Garcia J, Blazquez-Bernal A, Selva-Giménez M, Bargiela A, Espinosa-Espinosa J,
Vazquez-Manrique RP, et al. CRISPR-Cas9 editing of a TNPO3 mutation in a muscle cell model of

Limb-Girdle Muscular Dystrophy type D2. Mol Ther - Nucleic Acids. 2023 Jan
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