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Introduccién

INTRODUCCION

1. TRASTORNOS DEL ESPECTRO AUTISTA: DEFINICION Y EPIDEMIOLOGIA

Los trastornos del espectro autista (TEA o ASD por sus siglas en inglés, Autism Spectrum
Disorders) hacen referencia a un conjunto de enfermedades complejas del neurodesarrollo.
Las manifestaciones clinicas asociadas a estos trastornos fueron descritas por primera vez en
1943 por el psiquiatra Leo Kanner tras observar a 11 nifios que mostraban incapacidad innata
para la comunicacion social, adherencia a la monotonia y resistencia al cambio, asi como
patrones repetitivos de comportamiento®. En la actualidad, se caracterizan de acuerdo con la
quinta edicién del Manual Diagnéstico y Estadistico de los Trastornos Mentales (DSM-5 por
sus siglas en inglés, Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, fifth edition)?,
por el deterioro persistente en las habilidades comunicativas (verbales y no verbales),
ocupacionales y en la reciprocidad socioemocional, aunque no cursa necesariamente con
déficit intelectual (criterio A). Asimismo, es caracteristica la presencia de comportamientos e
intereses restrictivos y repetitivos y la insistencia en la monotonia, siendo excesiva la
inflexibilidad para cambios minimos de rutina (criterio B). Ademas, las caracteristicas
especificadas en los criterios A y B estan presentes desde la infancia temprana, y limitan o
impiden el funcionamiento cotidiano normal (criterios C y D). En este sentido, los primeros
sintomas se dan en periodos tempranos del desarrollo, aunque el desorden puede no
manifestarse completamente hasta que las demandas sociales o intelectuales exceden las
capacidades limitadas. Los individuos pueden ademas, presentar manifestaciones fisicas como
epilepsia, problemas cardiovasculares e intestinales, hipotonia, disfuncion inmunitaria o
insomnio. A pesar de que los sintomas pueden ir acompafiados de discapacidad intelectual
(D), para el diagnéstico de TEA es necesario que las alteraciones no se expliquen mejor por
un trastorno de discapacidad intelectual o por retraso global del desarrollo (criterio E). Los
criterios diagndsticos mencionados se recogen en la Tabla 1.

La sintomatologia se presenta con grados de intensidad y severidad variable de forma
que, atendiendo a las deficiencias en la comunicacion social y los comportamientos
restringidos y repetitivos, se establecen tres niveles de gravedad: grado 1 (necesita ayuda),
grado 2 (necesita ayuda notable) y grado 3 (necesita ayuda muy notable). EI DSM-5 recoge,
dentro de la clasificacion de TEA, los siguientes trastornos del neurodesarrollo: autismo de
primera infancia, autismo infantil, autismo de Kanner, autismo de alto funcionamiento,
autismo atipico, trastorno generalizado del desarrollo no especificado, trastorno desintegrativo
de la infancia y trastorno de Asperger’.
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Tabla 1. Criterios diagnosticos de TEA segun el DSM-5

Criterio A Déficits persistentes comunicativos y de interaccion social en multiples contextos
A.1. Deficiencias en la reciprocidad socioemocional
A.2. Deficiencias en la comunicacion no verbal para la interaccion social
A.3. Deficiencias en el desarrollo, mantenimiento y comprension de las relaciones
sociales

Criterio B Comportamientos e intereses restrictivos y repetitivos
B.1. Movimientos, utilizacion de objetos o habla estereotipados o repetitivos
B.2. Inflexibilidad de rutinas e insistencia en la monotonia o patrones ritualizados de
conducta verbal y no verbal
B.3. Intereses fijos y restringidos
B.4. Hiper- o hipo-reactividad a estimulos sensoriales

Criterio C Sintomas presentes en infancia temprana
Criterio D Limitacion del funcionamiento cotidiano normal
Criterio E Los sintomas no se explican mejor por DI o retraso global del desarrollo

A nivel mundial, se estima una prevalencia de aproximadamente 1,5%, siendo cuatro
veces mas comun en el sexo masculino que en el femenino (ratio 4:1)%, aunque las nifias
tienen més probabilidades de presentar discapacidad intelectual acompafiante?. No obstante,
las cifras varian ampliamente entre areas geograficas y dependiendo del afio del estudio y
bases de datos consultadas®. En relacion a la posible asociacion entre poblaciones humanas y
estatus socioeconomico con el mayor riesgo de padecer TEA, los estudios no han arrojado
resultados concluyentes, aunque si se ha observado que diversos factores culturales o
socioeconémicos afectan a la edad del diagnéstico®®. Asimismo, a pesar de que en los Gltimos
afios se ha observado una tendencia al aumento en la incidencia y prevalencia, es posible que
se deba a una mejora notable en las herramientas y criterios diagnésticos’.

1.1. DIAGNOSTICOY TRATAMIENTO DE TEA

Actualmente el diagnostico de TEA se basa fundamentalmente en criterios los clinicos
estandar previamente mencionados y reflejados en la Tabla 1, con los que se evaltan los
sintomas y gravedad en cada caso. El diagnostico se realiza generalmente a una edad
temprana, fundamentalmente en base a observaciones de las destrezas basicas del nifio y
entrevistas con el y con los cuidadores y test de simulacion de juegos a fin de observar coémo
aprende, habla, se comporta o se mueve. Para una evaluacion mas minuciosa, se pueden
incluir tambien pruebas neuroldgicas y otras pruebas médicas fisicas para recabar informacion
sobre el peso, la altura, el perimetro craneal o la existencia de rasgos dismorficos, asi como
pruebas de audicion y/o visién®. Asimismo, es fundamental que se tenga en cuenta la
posibilidad de que los pacientes presenten trastornos comdrbidos, como discapacidad
intelectual, depresion, ansiedad, trastorno por déficit de atencion e hiperactividad,
esquizofrenia, trastorno bipolar o trastorno obsesivo compulsivo, ya que estos trastornos
neuropsiquiatricos comérbidos pueden enmascarar el TEA®. En muchos casos,
fundamentalmente de TEA sindromicos, las caracteristicas clinicas pueden hacer sospechar de
una mutacion concreta conocida, por lo que el diagndstico se podria confirmar mediante
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pruebas genéticas. En caso de no confirmarse y como ocurre con los TEA no sindrémicos, se
aplican técnicas de cariotipado, microarrays cromosomicos, cribado del X fragil, cribado de
PTEN y MECP2, secuenciacion de paneles de genes o secuenciacion de genoma o0 exoma
completo®'®*. En cualquier caso, el diagnéstico precoz es fundamental ya que se relaciona
directamente con un tratamiento temprano y por ende, mejor prondstico a nivel cognitivo y
comportamental®?,

En cuanto al tratamiento para TEA, éste se basa fundamentalmente en tratar de mejorar
los sintomas y asi reducir el impacto que tienen en las actividades cotidianas de las personas
afectadas. A tal fin, los pacientes reciben frecuentemente una combinacion de enfoques
terapéuticos, incluida la terapia conductual y medicacion. En la actualidad las estrategias
terapéuticas disponibles se clasifican en tres grupos: terapias psicosociales, terapias
farmacoldgicas y medicina natural. Las Tablas 2 y 3 recogen algunos ejemplos de dichas
terapias.

Tabla 2. Terapias psicosociales para el tratamiento de pacientes con TEA

Estrategia

Lo Procedimiento Mejoras Referencias
Terapéutica
Analisis de Conducta Modificacion de habilidades Efectos positivos en el 13
Aplicado sociales y comunicativas funcionamiento intelectual, el
mediante el refuerzo positivo desarrollo del lenguaje y las

habilidades para la vida diaria

Tratamiento de Motivar el desarrollo de tareas Efectos positivos en las 14,15
Respuesta Pivotante por iniciativa propia, en un habilidades comunicativas y en la
entorno familiar conducta disruptiva
Intervencion Entrenamiento parental para Efectos positivos en habilidades 16
parental temprana fomentar diversas habilidades en fisicas, comunicativas, sociales y
el entorno doméstico de razonamiento

Tabla 3. Terapias farmacoldgicas y de medicina natural de pacientes con TEA

Tipo de Farmaco /

A ] Mejoras Efectos adversos Referencias
Tratamiento Sustancia
Antipsicotico Risperidona Disminucién de la Sintomas 17,18
Atipico irritabilidad y mejora de  extrapiramidales, aumento
los comportamientos de peso y somnolencia
restringidos y repetitivos
Antipsicotico Aripiprazol Disminucion de la Riesgo de fracturas dseas, 19,20
Atipico irritabilidad, sintomas extrapiramidales,
hiperactividad y aumento de peso y
comportamientos somnolencia
estereotipados
Antipsicotico Olanzapina Disminucion de la Aumento de peso 21
Atipico irritabilidad,

hiperactividad y
comportamientos
estereotipados
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Antipsicotico Ziprasidona Disminucion de la Alteraciones cardiacas 22
Atipico irritabilidad
Antipsicotico Paliperidona Disminucion de la Sintomas extrapiramidales 23
Atipico irritabilidad leves y aumento de peso
Antipsicotico Haloperidol Disminucion de la Somnolencia, reacciones 24
Tipico hiperactividad y distonicas agudas e
comportamientos irritabilidad
estereotipados
Antidepresivo Venlafaxina Mejora de los Poliuria, nauseas, 25
comportamientos irritabilidad
repetitivos, comunicacion
Antidepresivo Clomipramina Disminucién de la Somnolencia, enuresis, 26
irritabilidad y mejora de estrefimiento
los comportamientos
estereotipados
Antiepiléptico Sodium Disminucién de la Somnolencia 27
Divalproex agresividad e irritabilidad
Estimulante/ Metilfenidato Disminucion de la Insomnio e irritabilidad 28
Agonista alfa-2 hiperactividad
Estimulante/ Atomoxetina Disminucién de la Leve disminucion del 29
Agonista alfa-2 hiperactividad, apetito y fatiga
impulsividad y mejora de
la atencion
Agonista alfa-2 Clonidina Disminucién de la Disminucion en la 30
hiperactividad, actividad general e
impulsividad, mejora en la hipertension
calidad del sueno
Agonista alfa-2 Guanfacina Disminucion de la Somnolencia, enuresis, 31
hiperactividad, dolor de cabeza y
impulsividad y distraccion estrefiimiento
Compuesto Sulforafano Reduccion de No descritos 32
Natural comportamientos
estereotipados y mejora
en habilidades sociales
Compuesto Melatonina Mejora en la calidad y No descritos 33
Natural duracion del sueno

1.2. ETIOLOGIAY PATOLOGIA DE LOS TEA

Las manifestaciones observadas en afectados de TEA tienen su origen en anormalidades
en la anatomia y conectividad de diversas partes del cerebro como el I6bulo frontal, cértex
temporal superior, parietal y 6rbito-frontal, amigdala, 4rea de broca o nicleo caudado®, asi
como en anormalidades en la migracion neuronal®. Estas anomalias se deben, a su vez, a la
disfuncion de una amplia gama de genes, asi como a la influencia de factores ambientales,
pues aunque la base genética de estos trastornos es clara, la considerable variabilidad
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fenotipica y genotipica que se observa en los afectados por TEA, apoya la idea de una
etiologia multifactorial. De esta forma, los TEA se clasifican de manera general en dos
categorias atendiendo al conocimiento o no del origen del trastorno: los TEA sindromicos
incluyen casos con una etiologia bien caracterizada, mientras que en los casos de TEA no
sindromico ésta es menos definida, interviniendo multiples factores en el desarrollo del
trastorno. En términos generales, se conoce que estos trastornos pueden estar relacionados con
factores de riesgo prenatales, perinatales y posnatales, tanto genéticos como ambientales™.

1.2.1. Componente ambiental

En relacién a la contribucién ambiental, que se estima en un 17%%, se han
determinado como factores de riesgo, entre otros, la avanzada edad de los padres,
complicaciones durante el parto, el sangrado, infeccion o administracion de farmacos durante
el embarazo (p.ej., valproato o antidepresivos), diabetes, hipertension, exposicion a quimicos
(p.j., organofosfatos)®®3® o déficits nutritivos de la embarazada®. Asimismo, se ha
encontrado que ciertas disfunciones del sistema inmunitario pueden alterar los patrones
normales de desarrollo cerebral, incrementando el riesgo a padecer autismo™ .

1.2.2. Componente genético

La relevancia de los factores genéticos en el riesgo de padecer TEA se conoce desde
hace mas de 50 afios debido principalmente, a los estudios llevados a cabo en gemelos y en
familias, y se estima que la heredabilidad global media un 83%®’. Los primeros estudios de
gemelos arrojaron una concordancia de alrededor del 90% en gemelos monocig6ticos, en
comparacién con una concordancia del 30% en gemelos dicigdticos***®. A pesar de la clara
heredabilidad de este tipo de trastornos, éstos son genéticamente muy heterogéneos, ya que
dichos genes pueden estar afectados por variantes genéticas comunes 0 variantes genéticas
raras, ya sean reordenaciones cromosémicas, polimorfismos de un unico nucleétido (SNPs,
del inglés Single Nucleotide Polymorphisms), inserciones y deleciones intronicas o exonicas,
asi como variaciones del numero de copias (CNVs, del inglés Copy Number Variations), tanto
heredadas como de novo*™*’. Ademas, aunque los genes de susceptibilidad conocidos son, en
su mayoria, codificadores de proteinas, debido a la elevada expresion en cerebro de ARNs
largos no codificantes (IncRNAs, del inglés Long Non-Coding RNAs) se ha comenzado a
estudiar la implicacién de los mismos en la aparicion de TEA*. No obstante, se han
identificado multiples genes de susceptibilidad mediante analisis genéticos como los estudios
de asociacion de genoma completo (GWAS, del inglés Genome-Wide Association Studies),
que han permitido asociar multiples variantes genéticas comunes, principalmente SNPs, con
la enfermedad®®, o la secuenciacion completa de exomas y genomas, con las que se han
indentificado multiples CNVs tanto heredadas como de novo™ asi como también inserciones
y deleciones intrénicas o exénicas.

La base de datos SFARI (Simons Foundation Autism Research Initiative)> recoge uno de
los listados méas completos de genes de susceptibilidad a TEA, con aproximadamente 1000
genes identificados, clasificados en sindromicos y no sindromicos, segun si estan implicados
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en sindromes en los que una subpoblacion significativa desarrolla sintomas de autismo o no,
respectivamente. A su vez, éstos se clasifican por puntuaciones del 1 al 3 dependiendo de la
cantidad de la informacion que respalda la implicacion del gen en el desarrollo de TEA
(Figura 1):
- Puntuacion 1: genes claramente implicados en TEA, generalmente por la presencia de
al menos tres mutaciones de novo descritas en la literatura
- Puntuacion 2: candidatos firmes de susceptibilidad a TEA, generalmente por la
presencia de al menos dos mutaciones de novo descritas
- Puntuacion 3: genes con asociacion significativa con TEA, con presencia de una Unica
mutacion de novo descrita
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1 2 3 SP
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Numero de genes

Figura 1. Numero de genes segin su clasificacion como sindromicos o no
sindrémicos y su correspondiente puntuacion segun la base de datos de SFARI
(SP=Sin puntuacion). Datos de Febrero del 2022.

Tal y como se muestra en la Figura 2, éstos genes no se distribuyen de manera uniforme
en el genoma y de hecho, la proporcion hombre-mujer de 4:1 anteriormente mencionada
podria explicarse por la alta abundancia de genes con puntuacion de 1 en el cromosoma X>°2,
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Figura 2. Nimero de genes de cada cromosoma humano, clasificados segun la puntuacion en la base de
datos SFARI (SP=Sin puntuacion). Datos de Febrero del 2022.
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1.3. HERRAMIENTAS DE EDICION GENOMICA PARA EL ESTUDIO DE
FACTORES POTENCIALMENTE CAUSALES DE TEA

Debido a la etiologia multifactorial y la heterogeneidad en las alteraciones genéticas de
los TEA, descifrar el impacto individual de cada factor de riesgo ha sido una tarea ardua para
los investigadores y aun hoy en dia continda siendo un desafio. No obstante, en los Gltimos
afios los estudios de asociacion, la mejora en los métodos de secuenciacion y a nivel
experimental, los avances en los sistemas de edicion gendmica, han permitido delimitar un
namero importante de genes candidatos y establecer relaciones fenotipo-genotipo.

En la actualidad se usan principalmente tres sistemas de edicion gendmica: nucleasas de
dedos de zinc (ZFNs, del inglés Zinc-Finger Nucleases); nucleasas efectoras de tipo activador
de la transcripcion (TALENS, del inglés Transcription Activator—Like Effector Nucleases); y
repeticiones palindromicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas (CRISPR/Cas,
del inglés, Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)®®. Estos sistemas se
basan fundamentalmente en el uso de nucleasas con la consecuente generacion de roturas de
doble hebra (DSBs, del inglés Double Strand Breaks) en el ADN que, a su vez, desencadenan
los mecanismos celulares de reparacion del ADN, que en las células eucariotas son
principalmente dos: reparacion por union de extremos (NHEJ, del inglés Non-Homologous
End Joining) (Figura 3a) y la reparacion dirigida por homologia (HDR, del inglés Homology-
Directed Repair)>* (Figura 3b).

Corte de doble hebra

a) NHEJ / \ b) HDR
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Figura 3. Esquema del funcionamiento de los mecanismos celulares de reparacién del ADN
tras producirse cortes de doble hebra. (a) NHEJ; (b) HDR.
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El primero de los mecanismos conlleva una reparacion mas rapida aunque mas propensa
a errores, ya que Unicamente se produce la union de los extremos de las cadenas. Asi,
habitualmente se generan inserciones y/o deleciones (INDELSs) que alteran el marco de lectura
del gen y generan proteinas disfuncionales. La via de HDR es mucho més precisa, ya que
repara la rotura mediante la introduccion de un ADN donante homologo.

1.3.1. Funcionamiento general de las ZFNsy TALENSs

El funcionamiento de las ZFNs se basa en la utilizacion de dos nucleasas, cada una de
ellas compuesta por dos dominios: el dominio de unién al ADN (dedos de zinc) y el dominio
de escision del ADN®. El dominio de unién al ADN estd compuesto por médulos de
proteinas, cada uno de los cuales es capaz de reconocer un triplete de nucle6tidos especifico.
El dominio de escision de ADN, que no presenta homologia con la secuencia de ADN, se
deriva de la endonucleasa Fokl. Asi, el sistema se une a la regién deseada del genoma, guiado
por el dominio de dedos de zinc, y el dominio de escision genera DSBs (Figura 4a). Las
TALENSs surgieron en 2010 como alternativa a las ZFNs*®, ya que aunque éstas se han
mostrado eficientes en multiples estudios con modelos celulares y animales®®, su disefio y
utilizacion resulta dificultosa. ElI funcionamiento de las TALENs, no difiere
significativamente con respecto a las ZFNs. En ese caso, existe igualmente un dominio de
escision del ADN derivado de la endonucleasa Fokl y un dominio de union al ADN, formado
por subunidades TALEs, que a diferencia de los dedos de zinc, presentan complementariedad
con pares de bases individuales. De forma semejante a las ZFNs, el dominio de unién al ADN
guia al sistema al lugar especifico del genoma, y el dominio de escision genera DSBs (Figura
4b). Al igual que las ZFNs, las TALENSs han sido ampliamente aplicadas para la generacion
de modelos celulares y animales®®®. Sin embargo, aunque el disefio y sintesis de estos
sistemas se simplifica por el modo de reconocimiento del dominio de unién al ADN, su
desarrollo continta siendo relativamente dificultoso. Asi, el sistema de edicion genémica
mayoritariamente utilizado en la actualidad, se basa en la tecnologia CRISPR/Cas.

Fokl Dedos de zinc Fokl Subunidades TALEs

@y im——— %\mﬂm

a) b)

Figura 4. Esquema del funcionamiento basico de los sistemas de edicion genémica: (a) ZFNs; (b) TALENSs.

68



Introduccién

1.4. SISTEMAS CRISPR/CAS
1.4.1. Contexto historico

Los sistemas CRISPR fueron observados por primera vez en la arquea Haloferax
mediterranei por Francis Mojica en 1993 mientras estudiaba los mecanismos de regulacion de
dichos microorganismos para adaptarse a ambientes extremadamente salinos®, y descubiertos
en multiples bacterias y otras arqueas en afios sucesivos. En un principio, Mojica trataba de
obtener la secuencia gendmica de las arqueas, cuando encontré en el genoma un patron
caracteristico de secuencias que se repetian a lo largo del genoma, de entre 20-50 pares de
bases (secuencias palindromicas), separadas entre si por fragmentos (espaciadores), cuya
secuencia no se correspondia con el genoma bacteriano o de arqueas. Finalmente, Mojica
y Christine Pourcel, en trabajos independientes®*®* determinaron que dichos espaciadores se
correspondian con genomas de bacteri6fagos, profagos y plasmidos. Se encontrd ademas que
las secuencias repetitivas y los espaciadores (array repeticion-espaciador) siempre iban
precedidos por una secuencia de varios cientos de pares de bases (secuencia leader). Esta
observacion indujo a pensar que estas secuencias foraneas podrian tener una funcién biolégica
de relevancia, confiriendo a bacterias y arqueas inmunidad especifica frente al genoma
exogeno. En paralelo, se habian descubierto varios genes implicados en la reparacion del
ADN vy que dichos genes se encontraban en regiones adyacentes a los sistemas CRISPR
actuando en conjunto, de forma que los denominaron genes asociados a CRISPR (CRISPR-
associated genes) y por ende, proteinas endonucleasas Cas®™. Un esquema simplificado de los
componentes del sistema se muestra en la Figura 5.

Sistema CRISPR/Cas
A

Repeticion Espaciador Repeticion Espaciador

\—Y—} \ J
1

Proteinas Cas Array de CRISPR

Figura 5. Esquema de los principales componentes del sistema CRISPR; proteinas Cas, secuencia leader y
array CRISPR (repeticién-espaciador).

Mediante estudios de genémica comparativa, Makarova et al., propusieron que la funcion
de defensa de los sistemas CRISPR/Cas en procariotas es analoga a la funcion de los ARN de
interferencia en eucariotas®®. La confirmacion de que los sistemas CRISPR/Cas intervienen
como mecanismos de inmunidad adquirida en procariotas se confirmo experimentalmente en
2007 en la bacteria Streptococcus thermophilus®’. Asimismo se identificaron pequefias
secuencias de entre 2 y 5 nucleétidos adyacentes a los espaciadores del genoma exdgeno
denominados motivos adyacentes al protoespaciador (PAM, del inglés Protospacer Adjacent
Motif), que son precisamente los que determinan qué porcion del genoma virico y en qué
posicion seré introducido en el genoma de los huéspedes®®.
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En la actualidad los sistemas CRISPR/Cas se clasifican en dos clases (I y 11) en base a los
complejos de proteinas Cas que intervienen, siendo complejos multiproteicos en la clase 1 y
una Unica proteina efectora en la clase Il. Estas clases a su vez, se dividen en tipo I, Il y IV
(clase 1) y tipo Il, V y VI (clase Il) atendiendo a qué nucleasas principales intervienen, siendo
la Cas3 en el tipo I, la Cas10 en el tipo 111, no caracterizada en el tipo 1V, la Cas9 en el tipo I,
la Cas12 en el tipo V y la Cas13 en el tipo V1°°7°.

1.4.2. Funcionamiento general de los sistemas CRISPR/Cas en procariotas

El funcionamiento bésico no difiere significativamente entre los distintos sistemas
CRISPR, de forma que se explicard, de forma general, el mecanismo de defensa que
desarrollan las bacterias a través del sistema CRISPR/Cas9 (clase I, tipo Il), ya que éste es el
mejor caracterizado y el mas extendido en sus aplicaciones (Figura 6).
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b) l Transcripcion y formacion de diplex

ST

(TTTTTI

Rnasa Il ARNcr maduro

Corte en el genoma Virico

Figura 6. Esquema del funcionamiento basico del sistema CRISPR/Cas9. (a) Fase de adquisicion o
adaptacion; (b) Fase de biogénesis de ARNcr; (c) Fase de interferencia.

Cuando una bacteria es infectada por un bacteriéfago esta reconoce la presencia de un
genoma exogeno y mediante las proteinas Casl y Cas2, que reconocen una secuencia PAM
especifica del protoespaciador, éste es procesado e integrado entre repeticiones del locus
CRISPR como un nuevo espaciador, lo que se conoce como fase de adquisicion o adaptacion
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(Figura 6a). EI funcionamiento conjunto de proteinas Casl y Cas2 es esencial en la fase de
adaptacion y ambas son ubicuas en todos los sistemas CRISPR/Cas y no tienen capacidad de
actuar de forma individual®®. Ante una nueva reinfeccion, mediante el promotor de la
secuencia leader, la bacteria es capaz de transcribir el array repeticion-espaciador, dando
lugar a los pre-ARN de CRISPR (pre-ARNcr), que son complementarios al array repeticion-
espaciador y por tanto complementarios a las secuencias espaciadoras del ADN exdgeno.
Asimismo, se transcriben otros ARNs pequefios no codificantes denominados ARN de
CRISPR transactivador (ARNtracr), que se encuentran aguas arriba del locus CRISPR y que
son complementarios a las regiones repetitivas. Asi, se forma un daplex pre-
ARNcr:ARNtranscr, que serd procesado por una endoribonucleasa (RNAsa Ill), dando
finalmente lugar al daplex ARNcr:ARNtrancr, cada uno de ellos Unicamente correspondiente
y complementario a un espaciador del array. Esta fase se denomina fase de biogénesis de
ARNcr (Figura 6b). A continuacion, durante la fase de interferencia los duplex son
reconocidos por la Cas9, por lo que se une a los mismos formando un complejo
ribonucleoproteina y éste se activa. La Cas9 contiene dos dominios, el RuvC y el HNH, que
guiaran al complejo a la region complementaria en el virus, a donde se uniran y generaran un
corte de doble cadena, fragmentando el genoma virico (Figura 6¢)".

1.4.3. Modificacion de los sistemas CRISPR/Cas9 para su aplicacion en
investigacion

La aplicacién de los sistemas CRISPR/Cas9 en investigacién supone un avance
importante frente a las ZFNs y a las TALENS, ya que se trata de un sistema coste-efectivo de
edicion, con un disefio mas sencillo que Unicamente requiere el uso de dos componentes
principales: a) la nucleasa Cas9; b) la guia simple de ARN (ARNsg) que se sintetiza de forma
que contenga el ARNtracr, que presenta una region que permite la unién a la Cas9, y el
ARNCcr, que contiene la secuencia complementaria a la region especifica del genoma a
editar’>". De esta forma, el complejo ARNg-Cas9, se dirige especificamente a la regién de
interés, y se generan DSBs (Figura 7).
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Figura 7. Estructura basica de los componentes del sistema CRISPR/Cas9.
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Tras la generacion de los DSBs por parte de la endonucleasa, se desencadenaran los
mecanismos celulares de reparacion de forma que si el interés del investigador es provocar la
disrupcion del gen (KO, del inglés knock-out), no sera necesario introducir elementos
adicionales en el sistema, y se generaran INDELSs (Figura 3a). Por el contrario, si la intencion
es corregir una secuencia determinada del gen o insertar secuencias de interés (KI, del inglés
knock-in), sera necesario aportar una secuencia ADN donante determinado para que ésta sea
introducida en la posicién deseada (Figura 3b).

Asi, la edicion del genoma mediante la aplicacion del sistema CRISPR/Cas se ha
realizado satisfactoriamente en multitud de organismos modelo, como nematodos
(Caenorhabditis elegans)™, la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster)™, el pez cebra
(Danio rerio)’® o ratén (Mus musculus) y rata (Rattus norvegicus)’’. Asimismo, se han
desarrollado estudios en multitud de lineas celulares, tanto soméaticas como embrionarias’®.

1.4.4. Aplicacion del sistema CRISPR/Cas9 para el estudio de TEA

Los modelos celulares son una herramienta fundamental para estudiar multitud de
enfermedades con base genética. No obstante, las alteraciones que se producen en los TEA
como consecuencia de mutaciones genéticas afectan fundamentalmente a células del sistema
nervioso central asociadas a funciones cognitivas superiores, y estos tipos celulares presentan
una tasa de proliferacion muy baja, por lo que su cultivo y mantenimiento a largo plazo no es
posible. Sin embargo, la identificacion de los mecanismos que permiten reprogramar células
somaticas adultas por parte de Takahashi y Yamanaka supuso una revolucion en la
investigacion”. Este descubrimiento ha permitido desarrollar protocolos para transformar
lineas celulares diferenciadas en células madre pluripotenciales inducidas humanas (hiPSCs,
del inglés human induced pluripotent stem cells) mediante la expresion de los llamados
factores de Yamanaka (Oct3/4, Sox2, KIf4 y c-Myc). Asi, las hiPSC pueden reprogramarse y
diferenciarse en tipos celulares especificos del sistema nervioso y asi generar modelos in vitro
derivados directamente de cada paciente y estudiar la causa particular del trastorno®®. Los
modelos celulares obtenidos de pacientes para estudiar la fisiopatologia de los TEA presentan
grandes ventajas con respecto a otros modelos celulares, ya que preservan el bagaje genético
individual. Ademas, la obtencion de estos tipos celulares y la aplicacion de los sistemas
CRISPR/Cas permite estudiar las alteraciones en la morfologia neuronal, transmision
sinéptica, migracion celular o capacidad de diferenciacion®. De esta forma, puede
establecerse una relacion genotipo-fenotipo, asi como desarrollar nuevas estrategias
terapéuticas. Siguiendo esta metodologia se han descubierto alteraciones en la actividad
sinaptica, longitud y complejidad de las dendritas, formacion de neuritas, migracion neuronal,
en la adhesion y diferenciacion neuronal, en la ruta de sefalizacion del calcio e incluso
hiperactivacion de la ruta de mTOR vy la alteracion en la expresion de genes asociados a la
morfogénesis neuronal, a través del uso de iPSCs derivadas de neuronas corticales y
disrupcion del gen SHANK2%, de neuronas dopaminérgicas y disrupcion del gen RELN®2, de
neuronas glutamatérgicas y disrupcion de los genes AFF2, ASTN2, ATRX, KCNQ2 y SCN2A%
o de organoides neuronales y disrupcién del gen CHD8®, entre otras.
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A pesar de la valiosa informacién que se desprende de los estudios con modelos in vitro,
es innegable que los cultivos celulares no pueden recapitular por completo la complejidad que
se representa en la patologia los TEA. Por ello, los modelos animales son una herramienta
fundamental para una mayor comprension de estos trastornos.

La ventaja principal del uso de modelos animales para la investigacion de TEA es la
posibilidad de modular la actividad de determinados genes candidatos mediante los sistemas
de edicion gendmica, y asi comprobar in vivo la implicacion de los mismos en la enfermedad.

En el ambito de la investigacion en neurociencias, los modelos animales mas
comunmente utilizados son los roedores, principalmente el raton. Esto se basa
fundamentalmente en el profundo conocimiento del genoma del mismo asi como su
homologia con el ser humano pues aproximadamente un 99% de los genes de ratdn tienen un
homélogo en el genoma humano®. Ademas, pueden desarrollar patrones comportamentales,
sociales, comunicativos o de aprendizaje analogos a los humanos®’. En la actualidad existen
unos 200 modelos de ratén recogidos en la base de datos de SFARI®' generados mediante
distintos sistemas de edicién gendémica. Algunos de estos estudios llevados a cabo utilizando
la tecnologia CRISPR/Cas9 para comprobar la implicacion de diversos genes en la patologia
de los TEA, han mostrado un incremento en la mortalidad y disminucion de la fertilidad,
desarrollo anormal del cerebro y el corazén, formacion anormal de la corteza cerebral,
disminucion en la proliferacién de precursores neuronales, disminucién en la mielinizacion,
asi como disminucion cognitiva y alteraciones en los patrones de aprendizaje y en la
interacciones sociales, y aparicién de comportamientos repetitivos®® 2. Asimismo, con esta
misma metodologia se han generado modelos de rata para el estudio de TEA, revelando
alteraciones neuronales en general y de las propiedades electrofisioldgicas de las neuronas en
particular, cambios en la materia blanca, asi como dificultades motoras y en los procesos de
aprendizaje y memoria®™®°.

A pesar de la evidente idoneidad de los roedores como modelos de TEA vy la valiosa
informacion que ofrecen, existen algunos inconvenientes notables que han llevado a los
investigadores a optar por modelos mas manejables, como el pez cebra, cuya descripcién
general y ventajas sobre otros modelos, asi como su utilidad para el estudio de los factores
genéticos causales de TEA se discuten en el siguiente apartado.

2. EL PEZ CEBRA
2.1. TAXONOMIA Y DISTRIBUCION

El pez cebra pertenece al reino Animalia, filo Chordata, clase Actinopterygii, interclase
Teleostei, orden Cypriniformes, familia Cyprinidae, género Danio y especie Danio rerio. La
primera descripcion del pez cebra la hizo Hamilton en 1822, bajo el nombre de Cyprinus
rerio, dentro de la divisién Cyprinus y género Danio®, en el rio Kosi, un afluente del
Ganges. Con posterioridad, Weber y Beaufort propusieron subdividir esta clasificacién en el
género Brachydanio y el género Danio, atendiendo a ciertas caracteristicas corporales ¥, de
ahi las diversas referencias de pez cebra como Brachydanio rerio. Tras observar las multiples
caracteristicas superpuestas los géneros Brachydanio y Danio se unificaron®®®. En la
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actualidad, la base de datos de taxonomia del NCBI (National Center for Biotechnology
Information) recoge un total de 26 especies pertenecientes al género Danio'®, que se
distinguen entre si por ciertas diferencias en la pigmentacion, tamafio, morfologia y
comportamiento.

El pez cebra es natural del sudeste asiatico, con amplia distribucion geogréafica, desde la
zona norte de Myanmar, Bangladesh, Nepal, Pakistan y sudeste y noreste de India,
principalmente en las cuencas de los rios Ganges y Brahmaputra. Habita principalmente en
aguas tranquilas y poco profundas cerca de arroyos y zanjas, donde soportan un amplio rango

de temperaturas (12-39°C), niveles de pH (5.9-9.8) y conductividad (10-2000 pS)™*.

2.2. DESCRIPCION DEL PEZ CEBRA

Los peces de la especie D. rerio son peces delgados y fusiformes, de pequefio tamafio (3-5
cm en la edad adulta), caracterizados principalmente por poseer de 5-9 bandas de color
azulado que se extienden desde la zona del opérculo hasta la aleta caudal, entre matices de
color dorado y plateado. Las células que determinan la coloracion caracteristica del pez cebra
son los melandforos (azul oscuro), xant6foros (dorado) e iridéforos (plateado)'®?. Asimismo,
carece de linea media completa. Los 0jos, situados a ambos lados de la cabeza, son de tamafio
moderado, color plateado y pupila circular. La mandibula inferior sobresale en relacion a la
superior, lo que es indicativo del modo de alimentacion (particulas en suspension). Como se
muestra en la Figura 8, presentan un relativo dimorfismo sexual, pues las hembras suelen
tener un mayor tamafio y mayor curvatura en la zona ventral, asi como una coloracién mas
oscura, mientras que los machos tienen un tamafio ligeramente menor, son mas aplanados
ventralmente y su coloracion es mas brillante. Asimismo, en la cloaca de las hembras, situada
entre las aletas pélvicas y la aleta anal, se encuentra una pequefia papila genital blanquecina,
estructura que no resulta visible en machos.

a) Hembra adulta b) Macho adulto

Figura 8. Fotografias de un macho y una hembra de pez cebra, donde se pueden observar caracteristicas
diferenciales con respecto al sexo.

En relacion a su dieta, los peces cebra son omnivoros y se alimentan principalmente de
insectos y zooplancton, aunque también se han encontrado restos de fitoplancton y distintos
tipos de material vegetal, asi como huevos de invertebrados, crustaceos y detritus en su
intestino™®.

El ciclo vital del pez cebra es muy corto, pues alcanzan la madurez sexual en torno a los 3

meses. Son animales oviparos, de fecundacion externa, con preferencia por la reproduccion en
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periodos estivales. El apareamiento comienza cuando la hembra libera feromonas al agua,
fundamentalmente tras un estimulo luminico, de forma que el macho se acerca y comienza a
tocar con su aleta caudal la zona ventral del cuerpo de la hembra. Este movimiento estimula la
ovoposicién, lo que a su vez hace que el macho expulse esperma al agua y se produzca la
fertilizacion de los huevos'®. El desarrollo embrionario consta de siete periodos basicos
conocidos como cigotico, escision o clivaje, blastula, gastrula, segmentacion, faringula y
eclosion™® (Figura 9). Asi, los huevos fertilizados sufriran la primera divisién en torno a la
primera media hora, en lo que se conoce como periodo cigotico. Durante el periodo escision o
clivaje que va desde las 0,75 a las 2 horas post-fertilizacion (hpf) se producen sucesivas
divisiones hasta alcanzar las 64 células, tras o que comienza el periodo de blastula, que se
extiende hasta las 5 hpf. En el periodo de gastrula (5-10 hpf) se produce la formacion de las
tres capas germinales, a lo que le siguen los periodos de segmentacion (10-24 hpf) y faringula
(24-48 hpf) en los que se produce el desarrollo de la mayor parte de los 6rganos. Finalmente
los embriones eclosionan (salen del corién) en torno a las 48-72 hpf'®. Los embriones
comenzaran a nadar a medida que desarrollan la vejiga natatoria y disminuye el volumen del
vitelo, que les sirve de aporte alimenticio, hasta su completa reabsorcion a los 5-7 dias post-
fertilizacion (dpf) aproximadamente, momento en el cual comienzan a alimentarse de material
exogeno. Tanto los huevos como los embriones son transparentes, lo que facilita su utilizacion
en investigacion, como se discutira en apartados posteriores.

Adulto ‘

Horas
post-fertilizacién
s 48-72 5-24
24-48 ,
V i I Gastrulacién y
£ ., Segmentacion
_ O i
Faringula /

Figura 9. Ciclo de vida del pez cebra desde el periodo cigético hasta la edad adulta.
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2.3. EL PEZ CEBRA EN INVESTIGACION BIOMEDICA
La introduccion del pez cebra como modelo animal se remonta a principios de la década

de los 70, sirviendo inicialmente como plataforma para comprender procesos de la biologia

del desarrollo y la genética de animales vertebrados

105 Desde entonces, multitud de

investigadores han adoptado al pez cebra como modelo animal para numerosos estudios
relacionados con patologias humanas, desde enfermedades con base genética o procesos
regenerativos hasta estudios de toxicidad, biodistribucion y efectividad de farmacos a gran
escala. El éxito de este animal para la investigacion se debe a sus particulares caracteristicas
bioldgicas, entre las que destacan las siguientes:
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Mantenimiento. Su pequefio tamafio permite que sean facilmente manejables, y que se
pueda mantener un gran nimero de individuos en estado dptimo sin suponer grandes
costes. Asimismo, los costes de alimentacion y mantenimiento en si del animalario,
son notablemente inferiores en comparacion con los de roedores.

Ciclo de vida y reproduccion. Como se menciona anteriormente, los peces cebra
tienen un ciclo de vida corto, desarrollando sus 6rganos principales en unas 48 horas y
alcanzando la madurez sexual a los 3 meses de vida, aproximadamente®. Asimismo,
en condiciones de laboratorio, cada pareja de individuos adultos puede llegar a tener
una descendencia de entre 100-300 embriones cada semana, lo que a su vez permite
una continuidad en los experimentos y posibilita realizar estudios a gran escala.
Fecundacion externa y transparencia. La forma de fecundacion de los individuos hace
posible que las puestas puedan planearse de manera que éstas sean sincronicas, lo que
es fundamental para experimentos de edicion gendmica, por ejemplo. Ademas, la
transparencia de los embriones permite una facil manipulacién y realizacion de
multiples estudios sin necesidad del uso de técnicas invasivas. Cabe destacar la
importancia de la transparencia en estudios de desarrollo y especialmente de
neurodesarrollo, en que se han conseguido ver procesos neuronales incluso a nivel
celular'®.

Sistema inmunitario. Aunque los componentes celulares basicos de la inmunidad
innata del pez cebra estan presentes desde estadios tempranos del desarrollo, el
sistema inmunitario adaptativo no estd activo hasta entre 2-3 semanas tras la
fertilizacion, y la inmunocompetencia completa no se alcanza hasta las 4-6 semanas'”’.
Esta caracteristica es especialmente relevante para el trasplante de células tumorales
en embriones, pues dicha se puede realizar sin necesidad de inmunosuprimir al animal.
Regeneracion. Estos animales tienen una extraordinaria capacidad de regeneracion de
maultiples tejidos, incluyendo médula espinal, cerebro y cerebelo, corazén, aleta
caudal, rifion o higado, lo que ha servido para descubrir mecanismos esenciales detras
de este proceso’®.

Genoma. En 2013 se publicé el primer genoma de referencia de alta calidad de pez
cebra, lo que revelé que mas de un 70% de los genes humanos tienen un ort6logo en
pez cebra y que ademas, el 80% de los mismos son genes relacionados con

enfermedades humanas'®.
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Todo ello ha permitido el avance del conocimiento en maltiples &reas de estudio, tanto
para el estudio de procesos biolégicos como patoldgicos, y en ellas, la neurobiologia y los
trastornos del neurodesarrollo.

2.4. APLICACION DEL PEZ CEBRA PARA EL ESTUDIO DE TRASTORNOS
DEL NEURODESARROLLO

Los estudios comparativos muestran que los procesos de neurodesarrollo entre distintas
especies con respecto al humano, incluyendo al pez cebra, estdn altamente conservados. No
obstante, la temporalidad de los eventos, asi como la complejidad y organizacion de las
estructuras difiere en niveles variables, sobre todo en lo que se refiere a los procesos de
morfogénesis y neurogénesis*****!. Es interesante mencionar que la formacion del cerebro del
pez cebra se completa a los 3 dpf'®, en comparacién con los 21 dias de un ratén, y las ocho
semanas en humanos'*?. Asimismo, a pesar de que los mecanismos de formacién de las
diferentes estructuras difieren con respecto a los mamiferos, las regiones cerebrales mas
importantes y las principales subdivisiones, asi como los tipos de células, diferenciacion,
conectividad, vias de sefalizacion y los patrones de expresion génica estan muy
conservados™***. Ademas, hay regiones neuroanatémicas estructural y funcionalmente
equivalentes, como el palio lateral, dorsal y medial del pez cebra, que comparten
caracteristicas con el hipocampo humano, la neocorteza y la amigdala, respectivamente'*®. Un
ejemplo interesante de la conservacién entre estructuras cerebrales, que justifica asimismo el
uso del pez cebra en estudios de neurobiologia, ocurre con el desarrollo del cerebelo. En pez
cebra el desarrollo del mismo comienza a las 22 hpf aproximadamente y sus capas son
detectables a los 5 dpf, pero tanto en pez cebra como en mamiferos se requiere la expresion de
un mismo gen (engrailed1/2), que dara lugar a células progenitoras, que bajo el influjo de la
expresion de los mismos factores de transcripcion atohl y ptfla, especificara el tipo celular en
células granulares (glutamatérgicas) o de Purkinje (GABAGérgicas), respectivamente y
determinara también su migracion formando una estructura trilaminar junto con otras
neuronas cerebelares, cada una de las cuales tiene funciones similares en pez cebra y
mamiferos™>*". Las células de Purkinje son primordiales para la funcién y conectividad
neural del cerebelo, pues reciben informacion, la procesan y envian a los nicleos del cerebelo,
conectando con el cerebro y la médula espinal y regulando funciones sensoriales, motoras,
cognitivas, emocionales y del lenguaje'*®. De hecho, una de las observaciones mas aparentes
en individuos con TEA es la disminucién significativa en el tamafio y numero de estas
células'®?,

De esta forma, por las caracteristicas biologicas especiales del pez cebra, asi como por su
homologia gendmica y estructural con el humano, especificamente, a nivel cerebral, se han
desarrollado multitud de modelos genéticos que han permitido relacionar defectos genéticos
con anormalidades fenotipicas y de comportamiento, concordantes a su vez con lo que se
observa en pacientes acuciados de trastornos del neurodesarrollo, y mas especificamente,
TEA.
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2.4.1. Modelos genéticos de pez cebra para el estudio de TEA

Una de las principales ventajas del uso del pez cebra como modelo de enfermedades
humanas es la relativa facilidad para llevar a cabo experimentos de manipulacion genética.
Asi, se puede conseguir la desregulacion o sobreexpresion de genes de forma transitoria, a
través del uso de morfolinos (MOs) o la edicion gendmica permanente generando KOs o Kls
a traves de los ZFNs, TALENs, CRISPR/Cas o lesiones locales e inducidas dirigidas en
genomas (TILLING, del inglés Targeted Induced Local Lesions in Genomes). Asimismo, se
pueden desarrollar de forma relativamente sencilla lineas transgénicas que expresen
fluorescencia en determinadas células del sistema nervioso, pudiendo asi realizar una mejor
caracterizacion de los modelos de neuropatologias, como se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Ejemplos de lineas transgénicas disponibles con marcaje para células del sistema nervioso

Linea transgénica Células fluorescentes Referencia

ath5:GFP Células ganglionares de la retina 121
dat:EGFP Neuronas dopaminérgicas 122
elav(3:lynTagRFP Neuronas post-mitoticas 123
En-1:GFP Interneuronas ascendentes 124
flk1:GFP Células endoteliales 125
gad1b:RFP Neuronas GABAérgicas 126
gfap:GFP Células de glia radial 127
glyt2:GFP Neuronas glicerinérgicas 128
isl1:GFP Neuronas motoras del craneo 129
kctd15a:GFP Torus lateralis 130
mnx1:GFP Neuronas motoras 131
neurod:EGFP Neuronas inmaduras 132
neurog1:GFP Neuronas primarias 133
olig2:EGFP Oligodendrocitos 134
pet1:GFP Neuronas serotoninérgicas 135
qrfp:GFP NUcleo preoptico del hipotalamo 136
sox10:GFP Células de la cresta neural 137
tbx2b:EGFP Células fotorreceptoras (conos) 138
Vglut2a:GFP Neuronas glutamatérgicas 126
vmat2:GFP Neuronas monoaminérgicas 139
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2.4.1.1. Morfolinos

En lo referente a la genética reversa, una de las estrategias para el silenciamiento
genético mas utilizadas en pez cebra son los MOs, que permiten el bloqueo transitorio de
determinados genes (KD, del inglés knock-down), cuyo uso se ha extendido desde finales de
la década de los 90™°. Se trata de pequefios oligonucleétidos modificados y disefiados para
unirse de forma especifica por complementariedad a una secuencia determinada del ARN
mensajero (ARNmM) del gen de interés, para asi desregular su funcién pero sin que la
secuencia genomica se vea afectada. Dependiendo del disefio de la secuencia de los MOs,
éstos pueden bloguear la traduccion del ARNm al unirse al lugar de inicio de la traduccion e
impidiendo el acceso de los ribosomas, o bien unirse a los lugares de escision de los pre-
ARNmM (uniones exodn-intron), generando asi ARNmM maduros anormales. Asimismo, se
disefian de forma que no sean sustrato de la RNasa-H y por ello los complejos no son
degrafrados™*. Estos oligonucleétidos, de unas 25 pares de bases (pb), se sintetizan de forma
que las bases del ADN estan unidas a un anillo de morfolino, en lugar de a anillos de
desoxirribosa, y en los enlaces fosfodiester los grupos fosfato se sustituyen por grupos
fosforodiamidato, lo que da lugar a una estructura neutra de alta afinidad*?, como se muestra
en la Figura 10.

a) ADN b) Morfolino

Figura 10. Representacion de la estructura basica del ADN (a) con el anillo
desoxirribosa y el enlace fosfodiéster y de los MOs (b) con el anillo
morfolino y el enlace de grupos fosforodiamidato.

Su facilidad de aplicacion y coste relativamente bajo ha hecho que los investigadores
hayan utilizado los MOs para estudios de mdltiples procesos biolégicos y enfermedades
humanas. En concreto, han servido para estudiar la implicacion de numerosos genes
candidatos en el desarrollo de TEA (Tabla 5). No obstante, a pesar de su uso extendido en
investigacion biomédica, la técnica de los MOs presenta ciertas desventajas que deben ser
consideradas**™***. En primer lugar, su efecto transitorio hace que los efectos de bloqueo
cesen al cabo de 4-5 dias aproximadamente, lo que no permite estudiar la funcion génica a
largo plazo, sino Unicamente en los primeros periodos del desarrollo. Ademas, en muchos
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casos se ven fenotipos anormales inesperados debido a uniones inespecificas del MO y en
muchos casos, por apoptosis mediada por la activacion de la ruta de p53. Por ello se
recomienda la utilizacion de MOs control, para verificar que los fenotipos observados no son
producto de la manipulacién de los embriones; la co-inyeccién de MOs especificos para p53,
para verificar que los fenotipos no se deben a apoptosis; y el rescate del fenotipo mediante la
inyeccion de ARNm, para verificar que se revierten los fenotipos y que por ende el MO es
especifico™*>*®. Asimismo, es recomendable verificar los fenotipos en modelos mutantes, en
los que los efectos inespecificos se ven reducidos y es posible establecer modelos a largo
plazo.

Tabla 5. Estudios con MOs en pez cebra para la caracterizacién fenotipica de genes candidatos de TEA

Gen de pez cebra Caracteristicas fenotipicas observadas Referencia

arid1b Longitud corporal reducida 147
Expresion anormal de genes condrogénicos y osteogénicos

arxa Desarrollo cerebral anormal 148
Alteraciones neuronales

auts2a Microcefalia 149
Desarrollo anormal de la mandibular
Alteraciones neuronales y motoras

cacnalc Alteraciones cardiovasculares 150
Desarrollo craneofacial anormal

cep41 Alteraciones axonales y en la migracion de la cresta neural 151
Alteraciones en el comportamiento social

chd2 Alteraciones en el desarrollo 152
Microcefalia y curvatura anormal del cuerpo
Ausencia de vejiga natatoria
Dificultades motoras

chd8 Desarrollo craneofacial alterado con macrocefalia 153,154
Reduccion de neuronas entéricas post-mitoticas
Movilidad gastrointestinal reducida

ctnnd2b Longitud corporal reducida 155
Alteraciones de la notocorda

kcnj10 Alteraciones motoras 156
Desarrollo general anormal
Incremento de la estereotipia

kdméa y kmt2d Longitud corporal reducida 157,158
Desarrollo anormal de la mandibula
Alteraciones de la notocorda
Alteraciones neuronales
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mecp2 Disminucion de la longitud axonal y dendritica 159
Disminucion en las respuestas sensoriales

met Alta mortalidad 160
Alteraciones neuronales

mytl1a and mytl1b Niveles disminuidos de oxitocina 161
rlimy rpl10 Microcefalia 162,163
syngapla/syngapiby Retraso en el desarrollo y dificultades mototas 164
shank3a/shankb Incremento en la apoptosis cerebral

Desregulacion de sefales excitatorias e inhibitorias

trappcéb Microcefalia 165
Hiperexcitabilidad

2.4.1.2. TILLING, TALENSs, ZFNsy CRISPR

Debido a las relativas limitaciones que presenta el uso de MOs, y con objeto de
generar lineas mutantes estables, otra estrategia ampliamente utilizada en el pez cebra para el
estudio de genes relacionados con TEA es la metodologia TILLING. Esta se basa en la
exposicion del animal a N-ethyl-N-nitrosourea (ENU), un potente agente mutagénico, y
posterior secuenciacién para identificar mutaciones que provoquen una pérdida de funcién del
gen. ElI ENU es un agente alquilante que, mediante la transferencia de sus grupos etilo a los
atomos de oxigeno o nitrégeno de las bases del ADN, genera errores en la replicacién dando
lugar a mutaciones puntuales al azar en el genoma'®®. Aunque su uso comenzé principalmente
en Arabidopsis'®’, pronto se aplicé a otras especies, incluida D.rerio™®, y se han desarrollado
varios modelos de TEA generados mediante la mutagénesis mediada por ENU (Tabla 6). Sin
embargo, los costes asociados son bastante elevados y el tiempo que requiere analizar todas
las secuencias es considerable, lo que a su vez dificulta la generacion de lineas mutantes
estables para el gen especifico de interés'®®. Para superar estas dificultades se introdujeron con
posterioridad las metodologias basadas en ZFNs y TALENS, previamente descritas, también
aplicadas al estudio de TEA (Tabla 6).

En la actualidad, con las mejoras introducidas en los protocolos de CRISPR/Cas se ha
incrementado significativamente la eficiencia de generacion de lineas mutantes, por lo que
esta técnica ha pasado a ser la opcién de preferencia para muchos investigadores'®. Para
ejemplificar la utilidad de los sistemas CRISPR en el estudio del trasfondo genético de los
trastornos, en este caso, psiquiatricos, cabe mencionar el estudio a gran escala desarrollado
por Thyme y colaboradores. En base a variantes asociadas a esquizofrenia detectadas en
estudios de casos y controles, aplicaron la técnica de CRISPR/Cas9 a 132 genes en pez cebra,
pudiendo hacer una descripcion fenotipica general asociada a esquizofrenia, priorizar méas de
30 genes candidatos y establecer asociaciones entre genes especificos y mecanismos
bioldgicos determinados*”. Asimismo, Guissart y colaboradores mientras trabajaban con
familias con grados variables de alteraciones en las funciones cognitivas, motoras y
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conductuales, asi como discapacidad intelectual, identificaron varias mutaciones en el
receptor nuclear RORa, esencial para el desarrollo del cerebelo. Tras generar una linea
mutante mediante CRISPR/Cas9 en pez cebra, encontraron reduccion de las células
granulares y de Purkinje, recapitulado asf las alteraciones neuroanatémicas de los pacientes’’.

Este y otros ejemplos de CRISPR/Cas9 para estudiar genes relacionados con TEA se recogen

en la Tabla 6.

Tabla 6. Estudios en pez cebra para la caracterizacion fenotipica de genes candidatos de TEA mediante
ZFNs, TALENs, ENU y CRISPR/Cas9

Gen de pez
cebra

Técnica utilizada

Caracteristicas fenotipicas observadas

Referencia

chd8

CRISPR/Cas9

Desarrollo craneofacial alterado con
macrocefalia

153

cntnap2a 'y
cntap2b

ZFNs

Desarrollo anormal
Microcefalia
Disminucion de interneuronas
Alteraciones motoras

172

dyrkia

TALENs

Microcefalia
Alteracion en la morfologia del cerebelo
Respuesta alterada a estimulos sociales

173

fmri

ENU y CRISPR/Cas9

Desarrollo cerebral anormal
Hiperactividad
Incremento de la ansiedad
Comportamiento social anormal
Dificultades de aprendizaje

174-176

mecp2

ENU

Respuesta inmune alterada
Alteraciones neuronales
Alteraciones motoras

177,178

nbea

ENU y TALENs

Disminucién de la complejidad dendritica
Respuesta sensorial alterada
Actividad locomotora disminuida

179

nr3c2

CRISPR/Cas9

Comportamiento social anormal
Rutinas de sueno alteradas

50

oxtr

TALENs

Alteracion de la sefalizacion de oxitocina
Alteraciones de la memoria para el
reconocimiento social y no social

180

reln

TALENs

Comportamiento social anormal

Alteracion de la sefalizacion de serotonina

181

rerea and rereb

ENU

Disminucion en la respuesta a estimulos
Dificultades visuales y auditivas

182
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roraa CRISPR/Cas9 Alteraciones en la morfologia del cerebelo y 171
tectum optico

shank3a y shankb CRISPR/Cas9 Desarrollo general anormal 183,184
Alteraciones neuronales
Alteraciones en la funcion sinaptica
Peristaltismo intestinal reducido
Socializacion reducida con hipoactividad

2.4.2. Caracterizacion de los modelos genéticos de pez cebra

Una vez se han generado los modelos de KD, KO o KI para el gen deseado, se
dispone de multitud de estrategias aplicables para una caracterizacion de los mismos, basadas
principalmente en el analisis fenotipico, molecular y de comportamiento en combinacion o
no, con el uso de lineas transgénicas (Tabla 4).

En relacion al analisis morfoldgico, se trata fundamentalmente de evaluar la presencia de
anormalidades en el cuerpo y la cola, cabeza, ojos, otolitos, vitelo, asi como la posible
presencia de edema cardiaco. Esto se puede realizar a través del uso de microscopia y la
realizacion de medidas que permitan comparar datos entre individuos, por ejemplo, midiendo
la longitud del cuerpo, el diametro o area de la cabeza, ojos, otolitos y vitelo o la distancia
entre estos diferentes elementos, e incluso también analizando regiones cerebrales
concretas'®>*®. Para la caracterizacion molecular de los modelos en relacién a los patrones de
expresion génica, una técnica ampliamente utilizada es la reaccion en cadena de la polimerasa
cuantitativa o qPCR (del inglés, quantitative- Polimerase Chain Reaction), que permite
cuantificar el nivel de expresién de genes determinados y evaluar diferencias entre los
individuos salvajes y los modelos. También se suele recurrir a los ensayos de hibridacién in
situ 0 HIS con sondas de ARN, que permiten ademas, localizar en qué tejidos se expresan los
genes de interés en los distintos periodos de desarrollo. Algunos de los marcadores
moleculares que se han evaluado y han arrojado resultados interesantes en modelos de
neurodesarrollo son, por ejemplo, sox2 (marcador de pluripotencia de células madre neurales),
vglut2.2 (marcador glutamatérgico), thl (marcador dopaminérgico), neurogl (marcador de
determinacion neuronal) , c-fos (marcador de activadocion neuronal), crh (neuronas del
nacleo paraventricular), c-myc (zona de proliferacion tectal y retina), emx1 (telencéfalo) u
otx2a y pax2a (diencéfalo y limite mesencéfalo-rombencéfalo)'®>*%"%  Asimismo, en los
ultimos afios se ha desarrollado la técnica de secuenciacion del ARN o RNA-seq (del inglés
RNA sequencing), que permite la caracterizacion completa del transcriptoma y asi determinar
a nivel global los cambios en la expresion génica que se producen en los modelos, o incluso la
implicacion a nivel transcriptémico de la exposicion a ciertos factores ambientales 8%,

A nivel de proteinas, su ubicacién fisica asi como las diferencias en los niveles de las
mismas entre individuos puede determinarse a través de técnicas de inmunohistoquimica e
inmunofluorescencia (IHQ e IF, respectivamente), basadas en la aplicacion de anticuerpos.
Asi, se ha utilizado, por ejemplo, anti-5-HT (neuronas serotoninérgicas)'®, anti-GFAP
(células de glia radial)'®, anti-o-tubulina acetilada (tractos axonales cerebrales), anti-sox10
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(migracion de células de la cresta neural)™

sinaptofisina (terminales presinapticos)'®®, znp-1 (neuronas motoras)
(fase M, proliferacion celular)*’, anti-PCNA (proliferacion celular)'®®
apoptéticas)'’ o anti-PSD95 (marcador sinaptico)®”.

En cuanto a los estudios comportamentales, el desarrollo precoz de determinadas
conductas en pez cebra permite la aplicacion de multitud de test, no solo para caracterizar los
comportamientos tipicos observados en pacientes de TEA, sino también para otros sintomas
comérbidos como ansiedad, agresividad, epilepsia o alteraciones del suefio'*?. Asi, se pueden
evaluar entre otros parametros la interaccion social, respuestas emocionales, capacidad
sensorial, toma de decisiones o habilidades de aprendizaje®.

Finalmente, la generacion relativamente sencilla de modelos genéticos de pez cebra, la
gran cantidad de técnicas aplicables para la validaciébn de genes candidatos y el
establecimiento de correlaciones genotipo-fenotipo, asi como la disponibilidad de un nimero
elevado de individuos, permiten testar la accion de multiples compuestos o drogas que, en

Gltimo término, pueden llevar al descubrimiento de nuevas dianas terapéuticas y farmacos'**,

, anti-homerl (proteina postsinaptica), anti-
187 anti-fosfohistona H3
, anti-caspasa3 (células

3. AUTS2, GEN CANDIDATO DE SUSCEPTIBILIDAD A AUTISMO 2

El gen AUTS2, comunmente denominado como gen de susceptibilidad a autismo 2 (del inglés,
autism susceptibility candidate 2) o también conocido como activador de la transcripcién y
regulador del desarrollo (del inglés, activator of transcription and developmental regulator)
por el HUGO Gene Nomenclature Committee (HGNC:14262), se identificd y se caracterizd
como gen candidato a autismo en el afio 2002*%. Sultana y colaboradores, basandose en
estudios de ligamiento que previamente habian relacionado el cromosoma 7q con autismo*®,
encontraron una traslocacién reciproca entre la region 7q11.2 y 20p11.2 que afectaba al gen
AUTS2 en una pareja de gemelos monocigéticos con autismo. Desde entonces se han
identificado multiples variaciones estructurales de este gen, tanto heredadas como de novo,
desde deleciones, traslocaciones, duplicaciones o SNPs, en pacientes de autismo e incluso en
otras enfermedades psiquiatricas o del neurodesarrollo, como esquizofrenia, depresion,
epilepsia, discapacidad intelectual o trastorno de déficit de atencién e hiperactividad®#**1%" 1%,
Sin embargo, los individuos que presentan alteraciones en torno a la region 3° del gen
muestran un fenotipo mas severo, lo que parece indicar que el extremo amino terminal de la
proteina es esencial para su correcto funcionamiento®®. Los estudios llevados a cabo para
establecer relaciones fenotipo-genotipo en pacientes con mutaciones en el gen AUTS2 han
revelado que las principales caracteristicas clinicas son las siguientes: retraso global del
desarrollo (98%), microcefalia (65%), dificultades para la alimentacion (62%), TDAH (54%),
rasgos autistas (52%)?°*, aunque se han descrito hasta 32 rasgos relacionados con el gen, cuya
frecuencia es oscila entre del 10 - 50%°% . Todo ello ha llevado a concluir que AUTS2 es un
gen con efectiva implicacién en el desarrollo de enfermedades del neurodesarrollo, mas
concretamente, TEA.
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3.1. DESCRIPCION Y FUNCION EN EL NEURODESARROLLO

El gen AUTS2 se localiza en el brazo largo del cromosoma 7, concretamente en la
posicion 7911.22 (Figura 11), abarca una regién de 1,2 megabases (69,598,296-70,793,506) y
presenta 16 transcritos codificadores de proteinas (aunque tiene un total de 33 variantes)®%%.
La isoforma principal (NM_015570.4, ENST00000342771.10) con 7469 pb, tiene 19 exones
y codifica para una proteina de 1259 aminoacidos (Figura 11). AUTS2 se expresa
principalmente en el cerebro, aunque también en rifion, colon, vesicula biliar o musculo
esquelético y en menor medida en la placenta y pulmén®®. A nivel celular, la proteina AUTS2

tiene funciones tanto en el citoplasma como en el nucleo.

> q21.2
q22.1
q22.2

> q31.1
q31.31

> q31.33
q32.3
q33
q34
q35
q36.1
q36.2
q36.3

Cromosoma 7

Exon 1 Exon 2 Exén 3 -4 Exon 5 Exon 6 Exén 7 - 19

R R A

Figura 11. Representacion esquematica de la localizacion cromosomica y composicion exonica de AUTS2.

3.1.1. Funcion citoplasmatica

En el citoplasma AUTS2 esta involucrada en la motilidad y morfogénesis celular
mediante la reorganizacion del citosqueleto y la interaccion con miembros de la familia Rho,
tales como Racl y CDC42?**. De esta forma, AUTS2 activa a Racl a través de factores
intercambiadores de guanina, como P-Rex1 o el complejo EImo2/Dock180 lo que da lugar a
la formacion de lamelipodios, e inhibe la formacion de filopodios al suprimir la funcién de
CDC42, promoviendo as la correcta migracion neuronal y la proyeccién axonal®®?%,

3.1.2. Funcién nuclear

La principal funcion del gen AUTS2 es la regulacion de la transcripcidén génica de
maultiples genes implicados en el desarrollo, estando muchos de ellos relacionados con la
aparicion de trastornos del neurodesarrollo y desarrolla sus funciones como parte del
denominado PRC1 (del inglés, Polycomb repressive complex type 1)°°’. EI PRC1 se subdivide
en 6 clases dependiendo de la proteina del tipo RING finger que contenga (PCGFs, del inglés
Polycomb Group RING Fingers), aunque todos ellos contienen la proteina RING1A/B y su
funcién candnica es la represion transcripcional a través la monoubiquitinacion de la lisina 19
de la histona H2A (H2AK119ubl) compactando la cromatina y asi, reprimiendo la
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transcripcion®®. No obstante, AUTS2 forma parte del complejo PRC1 que contiene las
proteinas PCGF3 o PCGF5, RING1A/B, RYBP, CK2B y P300 cuya funcién, no candnica,
revierte la represion transcripcional y convierte al complejo en activador de la transcripcion.
En este sentido, CK2 fosforila a la subunidad RING1A/B, lo que inhibe la ubiquitinacion de
la H2AK119ubl vy, a su vez, AUTS2 interactia con las proteinas PCGFs del complejo,
reclutando a P300, cuya actividad acetiltransferasa activa la transcripcion®®?°. A su vez, el
reclutamiento al complejo de la proteina DCAF7, también denominada WDRG68, induce la
transcripcion al promover la actividad del complejo.

3.2. auts2a, GEN ORTOGOLO EN PEZ CEBRA

Como se menciona con anterioridad, la secuenciacion del genoma del pez cebra ha
permitido demostrar la conservacion gendémica y funcional de multiples genes implicados en
enfermedades humanas'®. Uno de estos genes, altamente conservados tanto a nivel de
secuencia como de funcion es AUTS2. El ortologo en pez cebra se denomina auts2a, cuya
funcion se relaciona igualmente con procesos de desarrollo y cuya homologia global de
secuencia con el gen humano es de aproximadamente un 63%2%%. Este gen se localiza en el
cromosoma 10 (27,182,704-27,741,793) y tiene 9 isoformas, constando al principal de 19
exones, con 4714 pb, que dan lugar a wuna proteina de 1278 aminoacidos
(ENSDART00000129369.3). Su expresion en pez cebra se extiende al cerebro anterior, medio
y posterior, asi como al ojo y al tronco hasta las 24 hpf, limitandose Unicamente al cerebro y

0jo en etapas posteriores del desarrollo™*.

3.3. MODELOS IN VIVO E IN VITRO PARA EL ESTUDIO DE LA
IMPLICACION DE AUTS2 EN EL NEURODESARROLLO

La implicacion de AUTS2 en la neurogénesis, migracion neuronal, regulacién sinaptica,
desarrollo cerebral y cerebelar, asi como en la aparicion de comportamientos anormales ha
sido investigada a través de varios estudios, tanto en modelos animales como celulares.

En relacion a los modelos celulares, mediante el uso de células madre embrionarias de
raton o cultivos primarios de neuronas se demostro la funcion de AUTS2 en la diferenciacion
neuronal a través de su participacion en el PRC1%%?* que su sobre-expresién promueve el
crecimiento de las neuritas®® y que su disrupcién provoca un incremento de la muerte celular
en el proceso de diferenciacion neuronal®®. En el pez cebra, con el blogqueo de auts2a
mediante MOs se observaron anormalidades en el desarrollo, incluyendo microcefalia y
reduccién del tamafio mandibular, asi como disminucién generalizada de neuronas en el
cerebelo, retina y tectum 6ptico, como consecuencia de un incremento de la apoptosis*®®.
Dichos fenotipos se pudieron revertir con la inyecciéon del ARNm humano, mostrando la
especificidad del MO vy la responsabilidad de auts2a en la aparicion de las caracteristicas
anormales observadas. Mediante TALENSs, Jha y colaboradores pudieron establecer la
relacion entre la ralentizacion de las respuestas de escape y la excitabilidad reducida de las
neuronas de Mauthner®. En ratones, la pérdida de Auts2 se ha relacionado con la
disminucion del tamafo y peso corporal, pérdida de la capacidad del reflejo de
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enderezamiento corporal y una menor capacidad de vocalizacion ultrasénica®*. Hori y
colaboradores demostraron que la pérdida de Auts2 da lugar a anormalidades en la formacion,
extension y ramificacion de las neuritas, asi como en la migracion y elongacion de las
neuronas corticales®®. Con posterioridad encontraron un balance anormal de sefiales
excitatorias e inhibitorias, presencia de comportamientos autistas y déficits en la interaccion
social y la comunicacién vocal®®. El papel crucial de AUTS2 en las funciones motoras y la
comunicacion social a través de la regulacion del desarrollo del cerebelo, la maduracién de las
células de Purkinje y el desarrollo correcto de sinapsis fue evidenciado en un modelo mutante
de ratén por Yamashiro y colaboradores®®.

En vista de lo anteriormente expuesto, se hace necesaria la generacién de un modelo KO
para auts2a en pez cebra que permita su validacion funcional, asi como la identificacién de
alteraciones transcriptomicas y moleculares, y el desarrollo de estudios de comportamiento.
Asi, ademas de aportar datos muy valiosos acerca de la fisiopatologia asociada a mutaciones
en dicho gen, con el modelo se pretende establecer a auts2a como potencial diana terapéutica
para la busqueda y desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas. Todo ello permitiria una
mejora en el consejo genético, tratamiento, y en Gltimo término, en la calidad de vida de los
pacientes y sus familiares.

Parte de los contenidos de la presente Introduccion se han derivado o modificado de la
publicacién de Pensado-Lopez et al. (2020), cuyos detalles se recogen en el Anexo | (pagina
171).”

: Pensado-Lopez, A., Veiga-RUa, S., Carracedo, A, Allegue, C. & Sanchez, L. Experimental Models to Study Autism
Spectrum Disorders: hiPSCs, Rodents and Zebrafish. Genes (Basel) 11(2020). DOI: 10.3390/genes11111376
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Justificacion y objetivos

JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La etiologia multifactorial de los TEA dificulta en gran medida la comprension de los
mecanismos bioldgicos, celulares y moleculares que desencadenan estos trastornos. A nivel
genético, y al tratase de un conjunto de enfermedades complejas, delimitar los genes que
intervienen y la funcion de los mismos en la aparicion y desarrollo de la sintomatologia
asociada a la enfermedad ha supuesto una tarea compleja para los investigadores. Por ello,
aquellos genes que se pueden asociar con alta probabilidad como candidatos de TEA, deben
ser investigados. AUTS2 se ha propuesto como de alto riesgo ya desde hace dos décadas, pero
gran parte de la fisiopatologia asociada a las disrupciones en el mismo todavia se desconoce.
Tratandose de un gen cuya implicacion en TEA estd ampliamente demostrada, es necesario
comprender en profundidad los procesos gque se encuentran alterados en los individuos y que
pueden explicar la sintomatologia asociada, con el fin dltimo de poder abordar dichos
procesos y sintomas desde un punto de vista terapéutico. Ante esta situacion, en la presente
tesis se propone al pez cebra como organismo modelo para el desarrollo de una linea mutante
de auts2a (ort6logo del gen humano) mediante el sistema CRISPR/Cas9. Las caracteristicas
Unicas del pez cebra lo hacen iddneo para un desarrollo rapido y sencillo de lineas mutantes,
la comprobacion de que se recapitulan la sintomatologia de los pacientes, o parte de la misma,
y su caracterizacion a distintos niveles, todo lo cual, a su vez, ofrece informacion
tremendamente valiosa con gran potencial para ser trasladada a la préactica clinica. Asi, el
objetivo general de la presente tesis doctoral es la evaluacion del papel del gen auts2a en el
desarrollo de TEA utilizando el pez cebra como modelo, con el fin de proponerlo como diana
candidata para desarrollo futuro de nuevas terapias o la identificacion de moléculas con
potencial terapéutico. Para ello, los objetivos de la presente tesis son los siguientes:

1. Desarrollo de una linea mutante de pez cebra para el gen auts2a mediante el sistema
CRISPR/Cas9 y optimizacion de las estrategias de genotipado

2. Validacion de la eficiencia del knock-out

3. Caracterizacion a nivel fenotipico de los embriones y adultos mutantes

4. Caracterizacion transcriptdmica de los embriones mutantes
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Resumen

RESUMEN

Los trastornos del espectro autista (TEA o ASD por sus siglas en inglés, Autism Spectrum
Disorders) hacen referencia a un conjunto de enfermedades complejas del neurodesarrollo
caracterizadas por el deterioro persistente en las habilidades comunicativas, ocupacionales y
en la reciprocidad socioemocional. La presencia de comportamientos e intereses restrictivos y
repetitivos y la insistencia en la monotonia son, asimismo, caracteristicas. Los primeros
sintomas se dan en periodos tempranos del desarrollo, aunque el desorden puede no
manifestarse completamente hasta que las demandas sociales o intelectuales exceden las
capacidades limitadas, y la sintomatologia se presenta con grados de intensidad y severidad
variable. Los individuos pueden ademas, presentar manifestaciones fisicas como epilepsia,
problemas cardiovasculares e intestinales, hipotonia, disfunciéon inmunitaria o insomnio. Las
caracteristicas citadas constituyen la base fundamental del diagndstico, aunque éste puede
incluir también pruebas neuroldgicas, pruebas médicas fisicas y también pruebas genéticas.
En la actualidad el tratamiento se dirige principalmente a aminorar los sintomas presentes en
los individuos mediante terapias psicosociales, farmacologicas y medicina natural.

Las manifestaciones observadas tienen su origen en anormalidades en la anatomia y
conectividad de diversas partes del cerebro asi como en la migracién neuronal, lo que a su vez
se debe a una amplia gama de factores de riesgo prenatales, perinatales y posnatales, tanto
genéticos como ambientales. En relacion a la contribucion genética, descifrar el impacto
individual de cada factor de riesgo ha sido una tarea ardua para los investigadores, aunque los
estudios de asociacion, la mejora en la secuenciacion y, a nivel experimental, los avances en
los sistemas de edicion gendmica, han permitido delimitar un nimero importante de genes
candidatos. Concretamente, la tecnologia CRISPR/Cas9 ha sido aplicada exitosamente para
generar modelos mutantes para dichos genes candidatos, permitiendo asi, establecer
relaciones fenotipo-genotipo y explicar la fisiopatologia de la enfermedad.

En este sentido, el pez cebra (Danio rerio) se ha establecido en los ultimos afios como un
modelo idoneo para el estudio de trastornos del neurodesarrollo, como TEA, debido a sus
singulares caracteristicas, entre las que destacan: facil mantenimiento, ciclo de vida y
reproductivo corto, fecundacion externa y transparencia de los embriones y larvas y muy
especialmente, la elevada homologia a nivel genémico con el ser humano, pues el 70% de los
genes humanos tienen un ortélogo en pez cebra siendo, el 80% de los mismos, genes
relacionados con enfermedades humanas. Asimismo, los procesos basicos involucrados en el
neurodesarrollo estan altamente conservados entre el humano y el pez cebra, y existe una
elevada homologia estructural en diversas partes del cerebro. De esta forma, se han generado
multiples modelos genéticos en pez cebra para el estudio de genes candidatos, que han
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permitido recapitular muchos de los signos y sintomas observados en pacientes y asi
desentrafiar las bases biologicas, celulares y moleculares de la patologia.

Siguiendo esta estrategia, el objetivo principal de esta tesis de investigacion ha sido
desarrollar una linea mutante de pez cebra para el gen auts2a, ortélogo del gen humano
AUTS2. Este gen se identifico y se caracterizd como gen candidato a autismo en el afio 2002 y
desde entonces, se han descrito multiples variaciones estructurales del mismo en pacientes de
TEA, e incluso en otras enfermedades psiquiatricas o del neurodesarrollo, como
esquizofrenia, depresion, epilepsia, discapacidad intelectual o trastorno de déficit de atencion
e hiperactividad. En el cerebro, y a nivel citoplasmatico, la proteina AUTS2 est4 involucrada
en la motilidad y morfogénesis celular mediante la reorganizacion del citoesqueleto,
promoviendo la correcta migracion neuronal y la proyeccion axonal. A nivel nuclear, la
principal funcién del gen AUTS2 es la regulacion de la transcripcion génica de numerosos
genes implicados en el neurodesarrollo, formando parte del complejo denominado PRC1 (del
inglés, Polycomb repressive complex type 1), que resulta fundamental para la correcta
diferenciacion neuronal.

Se han desarrollado otros modelos para este gen, tanto celulares como animales, que han
revelado, entre otras caracteristicas, anormalidades en formacion, extension y ramificacion de
las neuritas o en la migracion y elongacién de las neuronas corticales, desregulacion en el
balance de sefiales inhibidoras/ excitadoras, disminucién generalizada de neuronas en el
cerebelo y también disminucion del tamafio y peso corporal, microcefalia y anormalidades
mandibulares. No obstante, se hace necesaria la generacion de un modelo estable y a largo
plazo para auts2a en pez cebra que permita su validacion funcional, asi como la identificacion
de alteraciones celulares y moleculares y muy especialmente, trasncriptomicas, que aporten
datos acerca de la fisiopatologia asociada a mutaciones en dicho gen.

Un aspecto crucial en el desarrollo de lineas mutantes mediante CRISPR/Cas9 es la
optimizacion de tiempos y costes, a lo que en esta tesis se ha dado especial relevancia,
principalmente a través del desarrollo y validacion de distintas estrategias para el genotipado
de las distintas generaciones de individuos mutantes, incluyendo la clésica secuenciacion
Sanger, pero también andlisis de fragmentos o andlisis de heterodliplex en gel de
poliacrilamida. De igual importancia es la validacion de la eficiencia del knock-out del gen,
por lo que en la presente tesis se ha hecho hincapié en dicha comprobacién y se ha
establecido como segundo objetivo general, en primer lugar, mediante la comprobacion in
silico de la potencial produccion de codones de parada prematuros (PSC, del inglés,
Premature Stop Codons). Asimismo, se ha realizado la comprobacion tanto a nivel
transcriptomico, mediante PCR cuantitativa e hibridacion in situ, pues se esperaba la
participacion del nonsense-mediated mRNA decay (NSMD) y la eliminacion del ARN
mensajero, como protedmico mediante Western Blot con el fin de comprobar los efectos de la
mutacion en la traduccidn de la proteina.

Como tercer objetivo principal se ha propuesto la caracterizacion a nivel fenotipico de los
mutantes, principalmente mediante técnicas de imagen, evaluando caracteristicas
morfoldgicas tales como el tamafio de la cabeza, de los ojos, del cuerpo e incluso de
estructuras cartilaginosas de la region mandibular. Asimismo, se han evaluado procesos de
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apoptosis, con especial atencion en la region cefalica y anormalidades en la locomocion en
general, lo que podria explicarse o por disfunciones motoras o bien por una desregulacion del
balance excitatorio/ inhibitorio.

El cuarto objetivo principal ha sido la caracterizacion a nivel transcriptdmico de los
individuos mutantes, por lo que se seleccionaron una serie de genes cuya expresion podria
estar afectada en los individuos mutantes. Dicha desregulacién se puede relacionar con
alteraciones en los procesos bioldgicos en los que dichos genes estan implicados, y a su vez
con parte de los signos y/o sintomas observados en pacientes. Los genes fueron seleccionados
por ser reguladores o regulados por AUTS2, por estar implicados en enfermedades del
neurodesarrollo, en el PRC1 o en NSMD, por ser marcadores especificos cerebelares, de
sinapsis glutamatérgicas o gabaérgicas, de neuroglia, de pluripotencia, de diferenciacion
neuronal o de activacion neuronal. Ademas de una delicada seleccion de los genes en base a la
homologia entre el gen humano y el de pez cebra, se ha prestado gran atencion al
funcionamiento correcto de los cebadores disefiados para maximizar la fiabilidad de los
resultados obtenidos.

Conocidas las alteraciones y el significado bioldgico que la disrupcion del gen provoca, se
pretende, en ultimo término, establecer a auts2a como potencial diana terapéutica para la
basqueda y desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas, sirviendo el pez cebra como
plataforma de estudio a gran escala. Todo ello permitiria una mejora en el consejo genético y
en las terapias y tratamientos, lo que redunda, finalmente, en una mejora de la calidad de vida
de los pacientes y sus familiares.
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RESUMO

Os Trastornos do Espectro Autista (TEA ou ASD polas suas siglas en inglés, Autism
Spectrum Disorders) fan referencia a un conxunto de enfermidades complexas do
neurodesenvolvemento caracterizadas polo deterioro persistente das habilidades
comunicativas, as habilidades ocupacionais e a reciprocidade socioemocional. Tamén son
caracteristicas a presenza de comportamentos e intereses restritivos e repetitivos e a
insistencia na monotonia. Os primeiros sintomas ocorren nos primeiros periodos de
desenvolvemento, ainda que o trastorno pode non manifestarse plenamente ata que as
demandas sociais ou intelectuais superan as capacidades limitadas, e a sintomatoloxia se
presenta con distintos graos de intensidade e gravidade. Os individuos tamén poden ter
manifestacions fisicas como epilepsia, problemas cardiovasculares e intestinais, hipotonia,
disfuncion inmunoldxica ou insomnio. As caracteristicas mencionadas constitien a base
fundamental do diagndstico, ainda que este tamén pode incluir probas neuroldxicas, probas
médicas fisicas e tamén probas xenéticas. Actualmente, o tratamento estd dirixido
principalmente a reducir os sintomas presentes nos individuos mediante terapias psicosociais,
farmacoldxicas e de medicina natural.

As manifestacions observadas tefien a slUa orixe en anomalias na anatomia e
conectividade de varias partes do cerebro asi como na migracion neuronal, que & sla vez se
deben a unha ampla gama de factores de risco prenatais, perinatais e posnatais, tanto
xenéticos como ambientais. En relacion a contribucion xenética, descifrar o impacto
individual de cada factor de risco foi unha tarefa ardua para os investigadores, ainda que 0s
estudos de asociacién, as melloras na secuenciacion e, a nivel experimental, os avances nos
sistemas de ediciébn do xenoma, permitiron delimitar un ndmero importante de Xxenes
candidatos. En concreto, a tecnoloxia CRISPR/Cas9 aplicouse con éxito para xerar modelos
mutantes para estes xenes candidatos, permitindo asi establecer relaciéns fenotipo-xenotipo e
explicar a fisiopatoloxia da enfermidade.

Neste sentido, o peixe cebra (Danio rerio) consolidouse nos Gltimos anos como un
modelo idoneo para o estudo de trastornos do neurodesenvolvemento, como o TEA, polas
slias caracteristicas Unicas, entre as que destacan: facil mantemento, ciclo vital e reproducion
curta, fecundacion externa e transparencia dos embriéns e larvas e moi especialmente, a alta
homoloxia a nivel xendmico co ser humano, xa que o 70% dos xenes humanos tefien ortlogo
no peixe cebra, sendo o 80% deles, xenes relacionados con enfermidades humanas. Asi
mesmo, 0S procesos basicos implicados no neurodesenvolvemento estan moi conservados
entre humanos e peixe cebra, e hai unha alta homoloxia estrutural en varias partes do cerebro.
Deste xeito, no peixe cebra xeraronse multiples modelos xenéticos para o estudo de xenes
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candidatos, que permitiron recapitular moitos dos signos e sintomas observados nos pacientes
e desentrafar asi as bases bioldxicas, celulares e moleculares da patoloxia.

Seguindo esta estratexia, 0 obxectivo principal desta tese de investigacion foi desenvolver
unha lifia mutante de peixe cebra para o xene auts2a, ortélogo ao xene humano AUTS2. Este
xene foi identificado e caracterizado como xene candidato para o autismo no ano 2002 e
dende entdn, describironse mdaltiples variacions estruturais do mesmo en pacientes con TEA,
e mesmo noutras enfermidades psiquiatricas ou do neurodesenvolvemento, como
esquizofrenia, depresion, epilepsia, discapacidade intelectual ou Trastorno de déficit de
atencion e hiperactividade. No cerebro, e a nivel citoplasmatico, a proteina AUTS2 esta
implicada na motilidade celular e na morfoxénese mediante a reorganizacion do citoesqueleto,
promovendo a correcta migracion neuronal e a proxeccion axonal. A nivel nuclear, a funcién
principal do xene AUTS2 é a regulacion da transcricion xénica de numerosos xenes
implicados no neurodesenvolvemento, formando parte do complexo denominado PRC1
(Polycomb repressive complex type 1), que é esencial para unha correcta diferenciacion
neuronal.

Para este xene desenvolvéronse outros modelos, tanto celulares como animais, que
revelaron, entre outras caracteristicas, anomalias na formacion, extension e ramificacion de
neuritas ou na migracion e elongacién das neuronas corticais, desregulacion no equilibrio dos
sinais inhibitorios/ excitatorio, diminucion xeneralizada das neuronas no cerebelo e tamén
diminucion do tamafo e peso corporal, microcefalia e anomalias da mandibula. Non obstante,
é necesario xerar un modelo estable e a longo prazo para auts2a en peixe cebra que permita a
sua validacion funcional, asi como a identificacion de alteracions celulares e moleculares, e
especialmente, transcriptomicas, que proporcionen datos sobre a fisiopatoloxia asociada &s
mutacions no devandito xene.

Un aspecto crucial no desenvolvemento de lifias mutantes mediante CRISPR/Cas9 é a
optimizacion de tempo e custos, ao que se lle deu especial relevancia nesta tese,
fundamentalmente a través do desenvolvemento e validacion de diferentes estratexias para o
xenotipado das distintas xeracions. individuos mutantes, incluindo a secuenciacion clésica de
Sanger, pero tamén a andlise de fragmentos ou a andlise heteroduplex en xel de
poliacrilamida. De igual importancia € a validacién da eficiencia do knock-out do xene, polo
que nesta tese se fixo fincapé en dita verificacion e se estableceu como segundo obxectivo
principal, en primeiro lugar, a través da comprobacién in silico da producion potencial de
coddns de parada prematura (PSC, do inglés Premature Stop Codons). Asi mesmo, realizouse
a verificacion tanto a nivel transcriptdmico mediante PCR cuantitativa como hibridacion in
situ, xa que se esperaba a participacion do nonsense-mediated mRNA decay (NSMD)e a
eliminacion do ARN mensaxeiro, como protedmica mediante Western Blot para verificar os
efectos da mutacion na traducion da proteina.

Como terceiro obxectivo principal, proplixose a caracterizacion a nivel fenotipico dos
mutantes, principalmente mediante técnicas de imaxe, avaliando caracteristicas morfoldxicas
como o tamafio da cabeza, ollos, corpo e mesmo estruturas cartilaxinosas da rexion
mandibular. Asi mesmo, avaliaronse os procesos de apoptose, con especial atencion a rexion
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cefalica e as anomalias da locomocion en xeral, que se poden explicar ben por disfuncions
motoras ou por unha desregulacion do equilibrio excitador/inhibitorio.

O cuarto obxectivo principal foi a caracterizacion a nivel transcriptomico dos individuos
mutantes, para o0 que se seleccionaron unha serie de xenes cuxa expresion poderia verse
afectada nos individuos mutantes. Dita desregulacion pode estar relacionada con alteracions
dos procesos bioloxicos nos que estan implicados os devanditos xenes, e a sla vez con parte
dos signos e/ou sintomas observados nos pacientes. Os xenes foron seleccionados por ser
reguladores ou regulados por AUTS2, por estar implicados en enfermidades do
neurodesenvolvemento, PRC1 ou NSMD, por ser marcadores especificos de sinapses
cerebelosas, glutamatérxicas ou gabaérxicas, neuroglia, pluripotencia, diferenciacién neuronal
ou activacion neural. Ademais dunha coidada seleccion de xenes baseada na homoloxia entre
0 xene humano e do peixe cebra, prestouse gran atencion ao correcto funcionamento dos
cebadores desefiados para maximizar a fiabilidade dos resultados obtidos.

Cofiecendo as alteracions e o significado bioldxico que provoca a interrupcion do xene,
preténdese, en definitiva, establecer a auts2a como unha diana terapéutica potencial para a
busca e desenvolvemento de novas estratexias terapéuticas, servindo ao peixe cebra como
plataforma de estudo a gran escala. Todo iso permitiria unha mellora no asesoramento
xenético e nas terapias e tratamentos, que redunda en definitiva nunha mellora da calidade de
vida dos pacientes e dos seus familiares.
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SUMMARY

Autism Spectrum Disorders (ASD) refer to a set of complex neurodevelopmental diseases
characterized by persistent deterioration in communication skills, occupational skills and
socio-emotional reciprocity. The presence of restrictive and repetitive behaviors and interests
and the insistence on monotony are also characteristic. The first symptoms occur in early
periods of development, although the disorder may not fully manifest until social or
intellectual demands exceed limited capacities, and symptoms present with varying degrees of
intensity and severity. Individuals may also have physical manifestations such as epilepsy,
cardiovascular and intestinal problems, hypotonia, immune dysfunction, or insomnia. The
characteristics mentioned constitute the fundamental basis of the diagnosis, although this may
also include neurological tests, physical medical tests and also genetic tests. Currently,
treatment is mainly aimed at reducing the symptoms present in individuals through
psychosocial, pharmacological and natural medicine therapies.

The observed manifestations have their origin in abnormalities in the anatomy and
connectivity of various parts of the brain as well as in neuronal migration, which are, in turn,
due to a wide range of prenatal, perinatal and postnatal risk factors, both genetic and
environmental. Regarding the genetic contribution, deciphering the individual impact of each
risk factor has been an arduous task for researchers, although association studies, improved
sequencing and, at an experimental level, advances in genome editing systems have made it
possible to delimit a significant number of candidate genes. Specifically, CRISPR/Cas9
technology has been successfully applied to generate mutant models for these candidate
genes, thus allowing to establish phenotype-genotype relationships and explain the
pathophysiology of the disease.

In this sense, the zebrafish (Danio rerio) has been established in recent years as an ideal
model for the study of neurodevelopmental disorders, such as ASD, due to its unique
characteristics, among which are: easy maintenance, short life and reproductive cycles,
external fertilization, transparency of the embryos and larvae and especially, the high
homology at the genomic level with the human being, since 70% of human genes have an
orthologue in zebrafish, being 80% of them , human disease- related genes. Likewise, the
basic processes involved in neurodevelopment are highly conserved between humans and
zebrafish, and there is a high structural homology in various parts of the brain. In this way,
multiple genetic models have been generated in zebrafish for the study of candidate genes,
which have made it possible to recapitulate many of the signs and symptoms observed in
patients and thus, unravel the biological, cellular and molecular bases of the pathology.

Following this strategy, the main objective of this thesis has been to develop a zebrafish
mutant line for the auts2a gene, orthologous to the human gene AUTS2. This gene was
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identified and characterized as a candidate gene for autism in 2002 and since then, multiple
structural variations have been described in ASD patients, and even in other psychiatric or
neurodevelopmental diseases, such as schizophrenia, depression, epilepsy, intellectual
disability or attention deficit hyperactivity disorder. In the brain, and at the cytoplasmic level,
the AUTS2 protein is involved in cell motility and morphogenesis through the reorganization
of the cytoskeleton, promoting correct neuronal migration and axonal projection. At the
nuclear level, the main function of the AUTS2 gene is the regulation of gene transcription of
numerous genes involved in neurodevelopment, forming part of the complex called PRC1
(Polycomb repressive complex type 1), which is essential for correct neuronal differentiation.

Other models, both cellular and animal, have been developed for this gene and they have
revealed, among other characteristics, abnormalities in the formation, extension and branching
of neurites or in the migration and elongation of cortical neurons, imbalance of inhibitory/
excitatory signals, generalized decrease of neurons in the cerebellum and also decreased body
size and weight, microcephaly and jaw abnormalities. However, it is necessary to generate a
stable and long-term model for auts2a in zebrafish that allows its functional validation, as
well as the identification of cellular and molecular alterations and, especially, transcriptomic
alterations, which could provide data about the pathophysiology associated with mutations in
such gene.

A crucial aspect in the development of mutant lines using CRISPR/Cas9 is the
optimization of time and costs, to which special relevance has been given in this thesis,
mainly through the development and validation of different strategies for the genotyping of
the different mutant generations, including classical Sanger sequencing, but also fragment
analysis or polyacrylamide gel heteroduplex analysis. Of equal importance is the validation of
the efficiency of the gene knock-out, so in this thesis emphasis has been placed on such
verification and it has been proposed as a second main objective, in the first place, through in
silico verification of the potential production of premature stop codons (PSC). Likewise,
verification has been carried out both at the transcriptomic level by means of quantitative
PCR and in situ hybridization, since the participation of nonsense-mediated mRNA decay
(NSMD) and the elimination of mMRNA were expected, as well as proteomic by Western Blot
in order to verify the effects of the mutation in the translation of the protein.

As a third main objective, the characterization at the phenotypic level of the mutants has
been proposed, mainly by means of imaging techniques, evaluating morphological
characteristics such as the size of the head, eyes, body and even cartilaginous structures of the
mandibular region. In addition, apoptosis processes have been evaluated, with special
attention to the cephalic region and abnormalities in locomotion in general were monitored,
which could be explained either by motor dysfunctions or by a deregulation of the
excitatory/inhibitory balance.

The fourth main objective has been the characterization of the mutant individuals at the
transcriptomic level, for which a series of genes whose expression could be affected in the
mutant individuals were selected. Such deregulation can be related to alterations in the
biological processes in which those genes are involved and in turn, with part of the signs
and/or symptoms observed in patients. The genes were selected for being regulators or
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regulated by AUTSZ2, for being involved in neurodevelopmental diseases, PRC1 or NSMD, for
being specific markers for cerebellar, glutamatergic or gabaergic synapses, neuroglia,
pluripotency, neuronal differentiation or neural activation. In addition to a careful selection of
genes based on the homology between the human and zebrafish gene, great attention has been
paid to the correct functioning of the primers designed to maximize the reliability of the
results obtained.

By understanding the alterations and the biological significance that the disruption of the
gene cause, it is intended, ultimately, to establish auts2a as a potential therapeutic target for
the search and development of new therapeutic strategies, serving the zebrafish as a large-
scale study platform. All this would allow an improvement in genetic counseling and in
therapies and treatments, which ultimately results in an improvement in the quality of life of
patients and their relatives.
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MATERIAL Y METODOS

1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

El cuidado, mantenimiento y uso, asi como los procedimientos descritos en pez cebra se
realizaron de acuerdo con la normativa actual (Real Decreto 53/2013) y con la aprobacion del
Comité de Cuidado y Uso de Animales de la Universidad de Santiago conforme a los
protocolos estdndar (Directiva 2010-63-UE). Todos ellos se llevaron a cabo en el animalario
del Departamento de Zoologia, Genética y Antropologia Fisica, en la Facultad de Veterinaria,
Lugo (EA-LU-003), con codigo REGA de autorizacion ES270280346401. Todos los
procedimientos fueron llevados a cabo por Alba Pensado Lopez, capacitada para las funciones
A, By C de experimentacion animal con peces, anfibios y roedores.

1.1. MANTENIMIENTO DEL PEZ CEBRA

Siguiendo las directrices establecidas, los peces de la linea salvaje tipo AB, de aqui en
adelante denominados como WT (del inglés wild type), asi como las lineas mutantes, se
mantienen en el animalario en peceras de 3, 10 o 50 litros, en condiciones estables, con una
temperatura de 28,5°C, pH 7 y conductividad de 600 uS aproximadamente. Para el correcto
acondicionamiento y mantenimiento de los animales, el agua del sistema adaptado al pez
cebra recircula a través de un circuito de dsmosis inversa cerrado para su renovacion
constante. Asi, el agua se incorpora a un primer filtro mecanico (guata), pasa con
posterioridad a un filtro quimico (carbon activo), luego a otro filtro mecéanico (malla) y por
ultimo a un filtro biolégico, compuesto de bolas bioldgicas en donde habitan bacterias
nitrificantes. Finalmente, y antes de reincorporarse de nuevo al sistema de canalizacién, pasa
por un filtro de luz ultravioleta. Se establece un ciclo de luz y oscuridad de 14 y 10 horas
respectivamente. Los animales se alimentan preferentemente con pienso de distinto tamarfio de
grano, dependiendo de la edad de los mismos, asi como de Artemia salina, un crustaceo de
pequefio tamario altamente nutritivo.

1.2. OBTENCION DE HUEVOS DE PEZ CEBRA

Para la obtencion de huevos de pez cebra para su posterior uso, los peces deben ser
estimulados emulando las condiciones de la naturaleza. Para ello y de forma general, la noche
anterior los peces se disponen en peceras especiales para la puesta, denominadas parideras,
cuyo fondo formado por un entramado rugoso semeja los cantos rodados tipicos de su habitat
natural. De esta forma, y como se describe en el apartado 2.2 de la introduccion, con el
estimulo luminico de la mafiana, comienza el proceso de apareamiento. En los casos en que se
requirié la obtencion de huevos sincrénicos, es decir, conocer exactamente el momento de
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puesta y fecundacion, los machos y las hembras se separaron mediante un separador fisico,
dentro de la misma pecera, que se retird a primera hora de la mafiana, coincidiendo con el
estimulo luminico, entrando machos y hembras en contacto e iniciando la fecundacién. Una
vez comenzada la puesta y pasados aproximadamente 10 minutos, para asegurar la
fecundacion, los huevos se recogen. Para ello se filtra en agua de la pecera a través de un
colador de tamafio de poro apropiado, de forma que los huevos queden retenidos. Tras ello, se
coloca el colador en orientacion inversa sobre una placa de Petri y se vierte sobre el mismo
agua de 6smosis inversa, lo que hace que los huevos pasen a la placa junto con el agua.

2. GENERACION DE UNA LINEA MUTANTE PARA EL GEN AUTS2A
MEDIANTE CRISPR/CAS9

La generacion de la linea mutante mediante el sistema CRISPR/Cas9 en pez cebra se realizd
en colaboracion con la Dra. Ana Ferndndez Mifian, responsable del servicio de Genémica
Funcional del Centro Andaluz de Biologia del Desarrollo, CSIC — Universidad Pablo Olavide.

2.1. SELECCION DE AUTS2, VALIDACION DE SU ORTOLOGO EN PEZ
CEBRA

El gen AUTS2 fue seleccionado para investigar su implicacion en TEA por el grupo del
Dr. Angel Carracedo Alvarez de la Fundacion Pdblica Galega de Medicina Xenomica, tras
encontrar de forma recurrente mediante analisis gendmicos y exdmicos, mutaciones de
diversa naturaleza en individuos con perfiles sintoméaticos concordantes con TEA
(Comunicacion personal).

Para el desarrollo de la linea mutante en pez cebra se tuvieron en cuenta los siguientes
aspectos; que existiese un ortélogo en humanos, con homologia de al menos un 40% y que los
paralogos de pez cebra tuviesen menos de un 60% de homologia entre ellos. Para la
determinacion de la existencia de un ortélogo de AUTS2 en pez cebra asi como la existencia
de paralogos se consultaron las bases de datos ENSEMBL?* y ZFIN®Y', mientras que para
determinar la homologia nucleotidica y aminoacidica de las principales isoformas se
utilizaron las herramientas Nucleotide BLAST y Protein BLAST?*®, respectivamente.

2.2. DISENO Y SINTESIS DE LOS ARNsg

Para el disefio de los ARNsg se utilizé la herramienta CRISPRscan®*®. Para su seleccion
se priorizd la puntuacién que el programa les asigna basandose en la especificidad de los
mismos a la regién diana del genoma (que debe contener una region PAM) y en la posibilidad
de uniones inespecificas. Asimismo, se priorizaron aquellos ARNsg dirigidos a exones cuya
secuencia aminoacidica presente el mayor indice de homologia con los humanos, siendo en
este caso el exon 9 de la principal isoforma (ENSDART00000129369.3) (Figura 12), pero
teniendo en cuenta que deben presentar complementariedad con todas las isoformas.
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a) Secuencia nucleotidica del exén 9 de auts2a en pez cebra

AACAAGACATTCTCCGGCAGGAATTAAACACTCGTTTCCTGGCATCTCAGAGTGCTGATCGTGGGGCATCACTGGGTCCC
CCTCCATACTTGCGGACTGAGTTCCACCAGCATCAGCACCAGCATCAGCATCAGCACCAGCACACACACCAACACACACAC
CAGCACACCTTCACCCCTTTCCCCCACGCCATCATGCCCACGCCTGCACCGCCCATGGTGCGTACCCCAGCCAGAAAT

b) Secuencia animoacidica del exén 9 de pez cebra frente a la secuencia de humano
Humano 1 QDILRQELNTRFLASQSADRGASLGPPPYLRTEFHQHQHQ =---- HQHTHQHTHQHTFTPF 56

Pez cebra 1 QDILRQELNTRFLASQSADRGASLGPPPYLRTEFHQHQHQHQHTHQHTHQHTHQHTFTPF 60

Humano 57 PHAIPPTAIMPTPAPPM =---==-- 73

Pez cebra 61 PH=====- AIMPTPAPPMVRTPARN 79

Figura 12. Andlisis del exén 9 de pez zebra. a) Secuencia nucleotidica del exén 9 de la isoforma principal
de pez cebra (ENSDARE00001012383; 27,195,284-27,195,046; b) Comparacion de la secuencia
aminoacidica resultante de la transcripcion entre humano y pez cebra.

Una vez se selecciond el ARNsg dptimo de 20 pb afiadié a al extremo 5 del mismo la
secuencia de reconocimiento para la enzima de transcripcion correspondiente, en este caso,
polimerasa T7, de 17 pb y al extremo 3"se afiadié una secuencia de 15 pb complementaria al
llamado cebador o primer universal'®, que permite amplificar el ARNsg y conferir al mismo
un extremo 3" constante. La secuencia del mismo, en direccion 5> 3" es la siguiente:
AAAGCACCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACGGACTAGCCTTATTTTAACTTGC

TATltctagctctaaaac.
Asimismo, una vez se establecio la region a la que se dirigiria el ARNsg, se disefiaron los

cebadores directo e reverso (forward y reverse) para la secuenciacién, mediante la
herramienta Primer BLAST**®, siendo las secuencias CGGCAGGAATTAAACACTCG vy
GCACACATGGAAATCAAATGC, respectivamente, delimitando un amplicén de 557 pb.
Todos los cebadores utilizados en la presente tesis se pidieron a la casa comercial Sigma.

2.2.1. PCR

El primer paso en la sintesis de los ARNsg fue la amplificacion del fragmento
mediante PCR con el kit iProof™ High-Fidelity DNA Polymerase (Bio-Rad). Para cada
reaccion se usaron 5 pl de tampon HF 5X, 1,25 pl de dNTPs 2 mM, 1 ul de ARNsg 10 uM, 1
ul de cebador universal 10 uM, 0,25 pl de Taq poli PROOF 2 U/ul y 16,5 ul de agua Milli-Q.
Para la reaccion de termociclado, se establecio una fase de desnaturalizacion inicial a 98°C
durante 3 minutos, 30 ciclos de desnaturalizacion de 30 segundos a 98°C, hibridacion de 30
segundos a 45°C y elongacion de 20 segundos a 72°C, y una fase de elongacion final de 5
minutos a 72°C. Todos los procesos de termociclado descritos en la presente tesis se
realizaron, indistintamente, en los termocicladores Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied
Biosystems) o Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems), a no ser que
se indique lo contrario.
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2.2.2. Electroforesis en gel de agarosa

La comprobacion de la correcta amplificacion de los ARNsg se realizd mediante
andlisis en gel de agarosa (iNtRON Biotechnology) al 1% en tampon Tris-Acetato-EDTA
0,5% (TAE, Invitrogen) y con tincién de SYBR® Safe DNA Gel Stain 10000X (Invitrogen).
Para la preparacion de las muestras se afiadio azul de bromofenol 10% al producto de
amplificacion y para preparar el marcador de peso molecular se afiadi6 azul de bromofenol y
agua Milli-Q al estandar de tamafio GeneRuler-100bp 1 pg/upl (ThermoFisher). Los geles se
corrieron en cubetas horizontales con TAE 0,5X a 100-120 voltios (V). Los resultados se
visualizaron mediante en un transiluminador y fotografiaron con una camara conectada al
programa informatico Kodak Digital Science 1D.

2.2.3. Purificacion de la reaccion de PCR

Tras comprobar que la reaccion de amplificacion se realiz6 con éxito, dicha reaccidn
se purificd con el QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen), siguiendo las indicaciones del
proveedor. Para asegurar que en la purificacion no se produjo pérdida de material, el producto
se comprobd de nuevo en gel de agarosa siguiendo los pasos descritos en el anterior apartado.

2.2.4. Transcripcion in vitro y purificacion

Para la transcripcion del producto de PCR a ARN se utilizd el kit MAXIscript T7

Transcription (Invitrogen), afiadiendo 3 pl de agua Milli-Q, 3 ul de producto de PCR, 1 pl de
tampon de transcripcion 10X, 1 pl de mezcla de enzimas 15 U/ul y 0,5 pl de cada uno de los
ribonucledtidos 10 mM (rATP, rGTP, rCTP y rUTP). Las muestras se incubaron a 37°C
durante toda la noche (ON, del inglés overnight). Tras dicha incubacién se afiadieron 1,5 ul de
DNasa Turbo 2 U/ul para eliminar restos de ADN, y se incub6 a 37°C durante 30 minutos
mas.
Al finalizar la incubacién con la DNasa el producto de transcripcion se purificé afiadiendo 2
ul de EDTA 0,5 M para parar la reaccion, 5 pl de cloruro de litio (LiCl) 5 M para eliminar
ribonucleotidos libres y 150 ul etanol (EtOH, Sigma) 100% frio y se precipito a -80°C durante
3 horas y 45 minutos. Tras ello, las muestras se centrifugaron 30 minutos a 13.000
revoluciones por minuto (rpm), se lavaron dos veces con 200 pl de EtOH 70% durante 20
minutos, y finalmente se resuspendieron en 15 pl de agua libre de nucleasas. Como se
describe anteriormente, la verificacion de que la purificacion no dio lugar a la pérdida de
material se realiz0 mediante comprobacion en gel de agarosa y la cuantificacion de la
concentracion de las muestras se realizd en el espectofotometro NanoDrop-1000
(ThermoFisher).

2.3. INYECCION DE LOS ARNsg EN EL ESTADIO DE UNA CELULA DEL
EMBRION DE PEZ CEBRA

La inyeccion de los ARNsg se realizd en huevos de pez cebra recién fertilizados, para
cuya obtencion los machos y hembras se separaron la noche anterior tal y como se describe en
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el apartado 1.2. La mezcla de inyeccion se prepardé con 1 pl del ARNsg a 160 ng/ul, 1ul de
Cas9 1,2 ug/ul y 0,4 ul de rojo fenol, un colorante inocuo para los embriones, para asi poder
visualizar la correcta introduccion en el huevo. La mezcla se cargd en agujas de
microinyeccion de didmetro externo de 1 mm y microfilamento interno de 0.58 mm (A-M
Systems), que a su vez se colocaron en un micromanipulador conectado al microinyector
Narishige IM-31, al que se le proporciono presion mediante una bomba de nitrégeno. En
cuando a los parametros de inyeccion, la presion de balance se mantuvo en torno a 2,5-3 kilo
Pascales (kPa), la presion de inyeccion a aproximadamente 30 kPa y el volumen inyectado fue
de 1-3 nanolitros (nl) por cada huevo. Tras las inyecciones, los individuos (generacion FO) se
pasaron a placas de Petri de 90x15 mm con agua de 6smosis inversa y se mantuvieron a
28,5°C hasta su andlisis a las 48 hpf. Se incubaron asimismo, individuos sin inyectar que
sirvieron de control.

2.4. GENOTIPADO DE LOS EMBRIONES DE LA GENERACION F0
2.4.1. Extraccién de ADN

A las 48 hpf se realizd la extraccion de ADN de los embriones, estableciéndose
conjuntos de 10 individuos por cada 100 individuos inyectados, asi como de los individuos
control, mientras que el resto de individuos se mantuvieron para su cria. Para ello, tras
aplicarles una sobredosis de anestésico tricaina 0,03% (Sigma), se incluyeron en 125 pul de la
resina quelante Chelex®-100 (Bio-Rad) al 10% y se incubaron 15 minutos a 100°C, tras lo que
se afiadieron 3,8 ul de Proteinasa K a 20 mg/ml (Roche) y se introdujeron sometieron a una
incubacion de 1 hora a 56°C y 15 minutos a 100°C. Las muestras se conservaron a -20°C hasta
Su uso.

2.4.2. PCR, electroforesis en gel de agarosa, purificacion y cuantificacion

La mezcla de reaccion se prepar6 con 8,6 pl de agua Milli-Q, 1,5 pl de tampo6n 10X,
1,05 pl de cloruro de magnesio (MgCl,) 25 mM, 0,75 pl de desoxirribonucleétidos tri-fosfato
(dNTPs) 2 mM, 1 pl de cada cebador, 0,1 ul de Tag polimerasa 5 U/pl y 1 ul de ADN. Las
muestras se introdujeron en el termociclador, en el que se estableci6 una fase de
desnaturalizacion de 10 minutos a 95°C y una fase de amplificacién de 35 ciclos, basada en un
paso de desnaturalizacion de 45 segundos a 94°C, un paso de hibridacion de cebadores de 50
segundos a 60°C y un paso de elongacion de 1 minuto a 72°C. Finalmente se afiadié una fase
de elongacion final de 10 minutos a 72°C y enfriamiento a 4°C. Las muestras se conservaron a
-20°C hasta su uso. La comprobacion de la amplificacion mediante electroforesis en gel de
agarosa, asi como la purificacion y cuantificacion del producto de PCR se realizaron como se
describe en el los apartados 2.2.2 y 2.2.3.

2.4.3. Clonacion bacteriana

Debido a la imposibilidad de aplicar la secuenciacion Sanger directamente a las
muestras para conocer las potenciales mutaciones producidas debido al solapamiento de
electroferogramas de alelos mutantes y salvajes, asi como por la presencia de mosaicismo en
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los embriones, se procedio a la clonacion bacteriana. En este caso, el uso de la polimerasa Taq
durante la reaccion de PCR produjo extremos protuberantes de adenina en el extremo 3 del
amplicon, lo que es compatible con una clonacion de tipo TA.

2.4.3.1. Reaccion de ligacién

El primer paso consistio en ligar el producto de PCR con 50 ng del vector lineal
con extremos protuberantes de timina (pPCR®2.1, 3900 pb) para lo que previamente se calculé
la cantidad de producto de PCR necesario para mantener una relacion apropiada entre el
inserto y vector (Ecuacion 1), resultando en una cantidad de 21,42 ng. Para las reacciones de
ligacién se mezclaron 2 pl de vector pCR®2.1 a 25 ng/ul, 1 pl de tampén de reaccion de T4
ADN ligasa 10X (NEB), 0,83 ul de T4 ADN ligasa 400.000 U/ml (NEB), 5,17 ul de agua
libre de nucleasas y 1 pl de inserto a 21,42 ng/ul. Se incluy6é un control negativo de la
reaccién, en el que se afiadio agua en lugar del inserto y un control positivo, en el que se
utilizé6 como inserto un ADN control proporcionado por el kit The Original TA Cloning
(Invitrogen). Las reacciones se incubaron a 10 minutos a temperatura ambiente (RT, del
inglés Room Temperature) y tras ello, 10 minutos a 65°C para inactivar la ligasa. Las
muestras se conservaron a -20°C hasta su uso.

Ecuacion 1. Férmula empleada para el calculo de la cantidad de inserto necesario

(557 bp inserto) * (50 ng vector)
3900 pb vector

ng inserto = 3 *

2.4.3.2. Transformacion bacteriana

Para la insercion del vector con el inserto se utilizaron bacterias competentes
comerciales (Escherichia coli NEB®5-a. competentes de alta eficiencia). Se mezclaron 25 pl
de células competentes con 2 ul de producto de ligacion y se incubaron en hielo durante 30
minutos, tras lo que se aplicdé un choque térmico de 30 segundos a 42°C. Las muestras se
pasaron a hielo durante 5 minutos y a continuacion se afiadieron 250 pl de medio liquido de
crecimiento SOC (NEB) y se mantuvieron 1 hora 37°C con agitacién constante para estimular
la multiplicacion bacteriana. Las muestras se centrifugaron 3 minutos a 3.000 rpm y se retir0
el sobrenadante, excepto 75 ul, en los que se resuspendid el sedimento de bacterias. Las
bacterias se sembraron en placas de medio LB agar con ampicilina 100 pg/ml, X-Gal 80
pg/ml e IPTG 0,3 mM y se incubaron a 37°C ON. Las bacterias transformadas son resistentes
a ampicilina, pues el vector contiene un gen de resistencia, y asimismo, presentaran
coloracion blanca por la disrupcion del gen lacZ.

2.4.3.3.  PCR de colonias y electroforesis en gel de agarosa

Una vez se seleccionaron las colonias de coloracion blanca, cada una de ellas se
recogié de la placa con ayuda de una punta blanca de micropipeta y se diluy6é en 10 ul de
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agua Milli-Q. De estas diluciones se utilizé 1 pl para la reaccion de PCR, que se establecié y
posteriormente se analizé tal y como se describe en el apartado 2.4.2.

2.4.4. Secuenciacion Sanger o dideoxi
2.4.4.1. Purificacion de los productos de PCR

Los productos de PCR fueron sometidos a una purificacion enzimatica basada en
la exonucleasa | y la fosfatasa alcalina de gamba (SAP, del inglés Shrimp Alkaline
Phosphatase). Para ello, 10 ul de los productos de amplificacion se trataron con 0,03 pl de la
exonucleasa | 20 U/ul (ThermoFisher), 0,3 pl de SAP 1 U/ul (Sigma) y 1,67 ul de agua Milli-
Q, y se incubaron a 60°C durante 1 hora y a 85°C durante 15 minutos.

2.4.4.2. Reaccion de secuenciacion

Para la secuenciacion de los productos purificados se utilizd el kit BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems) y placas de 96 pocillos (4titude).
Por cada reaccion se utilizaron 2 pl de tampén 5X, 0,5 pl de mezcla de reaccién BDT, 1 ul de
cada cebador, 2 ul de producto de PCR y 4,5 ul de agua Milli-Q. Las muestras se incubaron 1
minuto a 96°C, tras lo que se sometieron a 25 ciclos de desnaturalizacion de 10 segundos a
96°C, hibridacién de 5 segundos a 50°C y elongacién de 4 minutos a 60°C.

2.4.4.3. Purificacion de la reaccién de secuenciacién

Las reacciones se secuenciacion se purificaron mediante lavados con 10 pl de
agua Milli-Q, 5 pl de EDTA 125 mM y 60 pl de EtOH 100% e incubaron 15 minutos a RT en
oscuridad. Tras ello se centrifugaron 30 segundos a 4.000 rpm, el sobrenadante se descarté y
se centrifug6 de nuevo 1 minuto a 1.300 rpm. Se afiadieron 60 pl de EtOH 70%, se centrifugo
15 minutos a 1.300 rpm, se descartd de nuevo el sobrenadante y se centrifugd una Gltima vez
1 minuto a 1.300 rpm.

2.4.4.4. Secuenciacion

Para el proceso de secuenciacion se afiadieron 10 pl de formamida (Applied
Biosystems) a cada una de las muestras y se introdujeron en el secuenciador de 96 capilares
ABI Prism 3730 GeneticAnalyzer (Applied Biosystems). Los datos de las secuencias
obtenidas se analizaron mediante el software CodonCode Aligner. Para determinar in silico
las consecuencias a nivel proteico de las mutaciones encontradas se utiliz6 el recurso EXPASy-
Translate Tool?®?%!, que entre otras cosas, permite identificar la introduccion de codones
prematuros de parada de la traduccion (PSC, del inglés, Premature Stop Codons). Confirmada
la presencia de mutaciones en los embriones de la FO analizados, los individuos restantes
fueron criados hasta la edad adulta.

A pesar de que para la caracterizacion genotipica de la generacion FO de auts2a se
desarrollo la metodologia descrita, en nuestro laboratorio, y por sugerencia del Dr. Miguel
Gonzélez Blanco (Grupo de Reparacion del ADN e Integridad Genomica, CiMUS, Santiago
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de Compostela), se comprobd que la presencia de mutaciones en los embriones puede
determinarse a traves de la deteccion de heterodiplex mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida. Es una estrategia rapida, sencilla y de muy bajo coste en comparacion con la
clonacion, que aunque no permite determinar el tipo de mutacion a nivel de secuencia, si
confirma que se han producido cortes en el ADN. Asi, es perfectamente valida para continuar
con la cria de los embriones en caso de detectar heterodlplex, ya que independientemente de
que se conozca o0 no el tipo de mutacién producida a nivel de secuencia, éstas pueden no
afectar a la linea germinal y por tanto no transmitirse a la descendencia y, en caso de
transmitirse, no necesariamente son del mismo tipo en la generacion F1. El procedimiento
para los geles de poliacrilamida y deteccion de heteroduplex se detalla posteriormente en el
apartado 2.6.1. Un ejemplo del anélisis de la FO de CRISPR/Cas9 para otro gen desarrollado
en nuestro laboratorio en donde se observa una Unica banda para los controles y diversos
heteroduplex para los embriones inyectados se muestra en la Figura 13.

Figura 13. Ejemplo de analisis de heteroduplex mediante gel de poliacrilamida
para embriones de la FO.Una unica banda para los controles (carriles 2-5);
heteroduplex para los individuos inyectados (carriles 6-9). Marcador de peso
molecular de 100 pb.

2.5. OBTENCION Y GENOTIPADO DE EMBRIONES DE LA GENERACION
F1

Tras haber confirmado la presencia de mutaciones en los embriones de la FO, los
embriones restantes se criaron hasta la edad adulta, momento en el que se cruzd cada
individuo de la FO con un individuo WT para la obtencion de la generacion F1. Para el
genotipado de los embriones de la F1 se hicieron conjuntos de embriones de cada una de las
parejas y se siguieron los mismos pasos de extraccion de ADN, PCR, comprobacién en gel de
agarosa, purificacion, cuantificacién, clonacién bacteriana y secuenciacién Sanger, descritos
en el apartado 2.4.

De forma semejante a lo descrito anteriormente, aunque para la linea mutante
CRISPR/Cas9 de auts2a no se realizo, en nuestro laboratorio también se determin6 que un
primer cribado de los adultos de la FO se puede llevar a cabo mediante detecciéon de
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heterodUplex en gel de poliacrilamida. De esta forma pueden descartarse adultos en que la
ausencia de heteroduplex indica que no portan mutacién alguna en el gen, por lo que ya no se
establecen cruces con WT y no se analizan los embriones de la F1, lo que supone un
incremento de eficiencia a nivel de tiempo y costes. Un ejemplo del anélisis de los adultos de
la FO para otro gen, en donde se observa una banda para individuos que no portan mutacion y
varias bandas de heteroduplex para aquellos que si portan mutacion, se muestra en la Figura
14,

- -
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Figura 14. Ejemplo de analisis de heteroduplex mediante gel de poliacrilamida
para adultos de la FO. El asterisco (*) marca individuos con presencia de
heteroduplex. Marcador de peso molecular de 100 pb.

2.6. GENOTIPADO DE LOS ADULTOS DE LA GENERACION F1

Confirmadas las mutaciones en los embriones de la generacion F1, éstos se criaron hasta la
edad adulta, momento en el que se genotiparon para determinar de forma individual si
portaban 0 no mutacion en heterocigosis en el gen auts2a, y en su caso, caracterizar el tipo de
mutacion.

2.6.1. Analisis de heteroduplex mediante electroforesis en gel de poliacrilamida

Como se menciona con anterioridad, para reducir costes e incrementar la eficiencia en
términos de tiempo de trabajo, un primer cribado para el genotipado de los adultos de la F1 se
Ilevd a cabo mediante la deteccion de heterodiplex en gel de poliacrilamida.

2.6.1.1. Extraccion de ADN, PCR vy gel de agarosa

La obtencion de ADN de los adultos de la F1 se realizo mediante el procedimiento
de corte de aleta. Para ello, los individuos fueron anestesiados con tricaina 0,003%, tras lo
gue, con ayuda de unas pinzas y un bisturi, se seccion6 una pequefia porcion de la aleta
caudal, que fue introducida en 125 pl de Chelex®-100 10% y se siguieron los pasos descritos
en el apartado 2.4.1. Tras ello, se realizd la reaccion de PCR y su comprobacion en gel de
agarosa como se describe en el apartado 2.4.2, aunque en este punto se comenzo a emplear
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una nueva pareja de cebadores cuya secuencia en direccibn 5> 37 es
TGGATAGCATCCATCATCACA para el forward, y TCAGGTACCAGTCACCACCT para
el reverse.

2.6.1.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida

Los geles de poliacrilamida se prepararon con acrilamida/bisacrilamida 29:1 30%
(Bio-Rad), Tris-Borato-EDTA 5X (TBE, Invitrogen), agua destilada, persulfato de amonio
10% (Bio-Rad) 10% vy tetrametiletilendiamina (TEMED, Bio-Rad). Las muestras se
prepararon afiadiendo 1,6 ul de azul de bromofenol a 8 pl de las mismas y los geles se
corrieron en cubetas verticales con TBE 1X a 140V. Los geles se incubaron para su tincion
durante 30 minutos en agitacion y oscuridad en una solucién de SYBR® Safe DNA Gel Stain
10000X en agua destilada. Tras ello, se realizaron dos lavados de 10 minutos en agua
destilada, los resultados se visualizaron en un transiluminador y se fotografiaron.

2.6.2. Clonacion bacteriana y secuenciacion

Para determinar el tipo exacto de mutacion una vez se realiz6 un primer cribado de
individuos heterocigotos mediante la deteccion de heterodlplex, fue necesario llevar a cabo
de nuevo un protocolo de clonacién bacteriana y posterior secuenciacion Sanger. Los pasos
que se llevaron a cabo fueron los mismos que los previamente descritos en los apartados 2.4.3
y24.4,

2.7. OBTENCION Y ANALISIS DE EMBRIONES DE LA GENERACION F2

Una vez determinadas las mutaciones presentes en los adultos de la F1, se procedié a
determinar el efecto de las mismas mediante el recurso ExPASy-Translate Tool??>??! descrito
anteriormente. Tras seleccionar las mutaciones de interés, se establecieron cruces entre
hembras y machos de la F1 portadores del mismo tipo de mutacién en heterocigosis para
obtener asi la generacion F2, en la que segun las leyes Mendelianas, se esperaba obtener una
proporcion del 25% de homocigotos WT, 50% de individuos heterocigotos y 25% de
homocigotos mutantes. Una vez recogidas las puestas, parte de los embriones se criaron hasta
la edad adulta, y con otra parte de ellos se comenz6 su analisis.

2.7.1. Toma de imagenes de los embriones de la generacion F2 a las 48 hpf

Para realizar una primera caracterizacion en busca de anormalidades fenotipicas, los
embriones de la F2 se anestesiaron con una dosis de tricaina, se individualizaron y se
fotografiaron a las 48 hpf con la ayuda del microscopio éptico AZ100 Multizoom conectado a
una camara DS-Ril (Nikon) y al programa NIS-Elements (version 4.13.04), a través de una
unidad de control Nikon Digital Sight DS-U3. Tras este paso, los embriones se sacrificaron
con sobredosis de tricaina y se procedio a su corte con ayuda de un bisturi. De esta forma, la
mitad superior del cuerpo se conservo en una solucion estabilizadora de ARN, denominada
RNAlater (Invitrogen), para la posterior extraccion de ARN, mientras que la mitad inferior se
conservé en EtOH 100%, para la posterior extraccion de ADN.
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2.7.2. Extraccion de ADNy PCR

Para extraer el ADN de forma individual de cada una de las mitades inferiores de los
embriones, se siguieron los mismos pasos que se describen en el apartado 2.4.1, con la
salvedad de que en este caso se emplearon 100 pl de Chelex®-100 10% y a continuacién se
afiadieron 3,1 ul de Proteinasa K 20 mg/ml. La reacciéon de PCR se llevo a cabo de igual
forma que en el apartado 2.4.2., aunque en este punto los cebadores forward y reverse fueron
sustituidos por otro par que delimitan un amplicon de 216 pb, cuyas secuencias en direccion
5> 3 son TCACATTTCTGGCTGGGGTA y ACTCGTTTCCTGGCATCTCA,
respectivamente.

2.7.3. Comprobacion de la amplificacion en gel de agarosa

Teniendo en cuenta que el alelo que portaba la mutacion a estudiar era de un tamafio
relativamente diferente al tamafio del alelo WT, se comprobé si dicha diferencia seria lo
suficiente como para poder determinar individuos heterocigotos en gel de agarosa. Para ello,
se prepararon los geles como se describe con anterioridad, pero afiadiendo una cantidad
mayor de agarosa para obtener una concentracion del 2%, lo que permite discriminar con
mayor eficiencia alelos de distintos tamafios. Asimismo, el voltaje al que se corrieron los
geles se disminuy6 hasta los 70 V. Aunque esta metodologia permitio distinguir los
individuos heterocigotos, la diferencia de tamafio entre el alelo mutante y el WT no era
suficiente como para poder distinguir con fiabilidad entre individuos homocigotos WT e
individuos homocigotos mutantes. Asi, la primera solucion para su distincion hubiera sido
aplicar la secuenciacion Sanger, pero en el laboratorio se desarrollaron dos estrategias
diferentes de genotipado que supusieron un ahorro importante en tiempo y costes; el analisis
de fragmentos, cuando el nimero de individuos es de al menos 96 y la mezcla de ADN,
cuando se trata de un nimero reducido de individuos.

2.7.4. Andlisis de fragmentos

El andlisis de fragmentos permite determinar el tamafio de los productos de
amplificacion presentes en una muestra mediante comparacion de los mismos con un estandar
de tamafio, lo que requiere que ambos porten un marcaje fluorescente para poder ser
detectados. Por ello, se afiadio el marcaje fluorescente 6- Carboxifluoresceina (6- FAM,
emision a 522 nm) al extremo 5°del cebador, lo que permitié la adicion del marcaje al
producto de PCR durante la propia reaccion.

Para el analisis se utilizaron placas de 96 pocillos (4titude), en cada uno de los cuales se
introdujeron 0,5 ul de producto de PCR, 8,8 pl de formamida y 0,2 ul del estandar de tamafio
GeneScan 500 LIZ dye (Applied Biosystems), que contiene 16 fragmentos monocatenarios de
entre 30 y 500 pb marcados con el fluoréforo L1Z (emisién a 655 nm). Las muestras fueron
sometidas a un paso de desnaturalizacion de 3 minutos a 97°C, tras lo que se introdujeron en
el secuenciador de 96 capilares ABI Prism 3730 GeneticAnalyzer, en donde se introduce cada
muestra en un capilar con polimetro POP-7" (ThermoFisher) sometido a alto voltaje, lo que
provoca la separacion de las moléculas en funcién de su tamafio a la vez que un laser excita el
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marcaje, emitiendo fluorescencia a distinta longitud de onda y comparando la muestra con el
estandar de tamafio. El andlisis de los resultados se realizé mediante el programa informatico
GeneMapper.

2.7.5. Mezcla de ADN de homocigotos problema con ADN de homocigotos WT

A menudo, el nimero de individuos en que no se pudo determinar mediante gel de
agarosa si se trataba de homocigotos WT o mutantes no resultd suficiente como para
completar una placa de 96 pocillos para su analisis de fragmentos. Asi, se comprobé que con
la mezcla del ADN de los individuos problema con ADN control de un individuo WT y
posterior PCR y gel de agarosa se puede determinar con detalle el genotipo.

2.8. GENOTIPADO DE LOS ADULTOS DE LA GENERACION F2 Y
OBTENCION DE LA F3

Los embriones de la F2 que se habian criado se genotiparon al llegar a la edad adulta con
el fin de detectar individuos portadores de la mutacién en homocigosis, y asi poder obtener
descendientes Unicamente homocigotos en la generacion F3 y evitar los pasos de genotipado.
Para la caracterizacion genotipica de los adultos se siguié la metodologia descrita en los
apartados 2.7.2, 2.7.3 y 2.7.5. Los adultos homocigotos se cruzaron entre si, de forma que
parte de los individuos homocigotos de la F3 se crecieron y otra parte de los mismos se
mantuvieron hasta las 48 hpf, momento en que fotografiaron y posteriormente se les practicd
la eutanasia para su conservacion y analisis.

En la Figura 15 se muestra un esquema de trabajo simplificado para todos los procesos de
genotipado de embriones, cruces y genotipado de adultos de las distintas generaciones.
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3. VALIDACION DE LA EFICIENCIA DEL KNOCK-OUT DE AUTS2A

A pesar de haber comprobado la potencial produccion de PSC como se describe en el
apartado 2.7, se llevaron a cabo tres procedimientos para determinar con seguridad la
eficiencia del knock-out tanto a nivel transcriptémico como proteémico.

3.1. CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DE AUTS2A POR QPCR

Debido a la existencia de PSCs, se espera que en las células de los individuos se ponga en
marcha el denominado nonsense-mediated mRNA decay (NSMD), complejo responsable de la
degradacion de ARNm que contienen PSCs, y que por tanto se observe una disminucion en
los niveles de ARNm en los individuos mutantes, lo que se comprobd mediante qPCR.

3.1.1. Extraccion de ARN

La extraccion de ARN se realizo partiendo de conjuntos de 15 cabezas procedentes de
los individuos homocigotos o heterocigotos de la F2 o de 10 individuos de cuerpo entero de la
F3 homocigota, asi como de conjuntos de 10 individuos WT de puestas independientes, todos
ellos de 48 hpf. Para ello, las cabezas o individuos previamente sacrificados se introdujeron
en tubos de 1,5 ml (Axygen), se retird el liquido sobrante, se disgregaron completamente en
500 pl de trizol (NZYTech) y se incubaron 5 minutos a RT. Tras ello se incorporaron 100 pl
de cloroformo (Sigma) al tubo, el contenido se mezcld por inversion y se centrifugd durante
20 minutos a 13.300 rpm y 4°C. A continuacidn, se recupero el sobrenadante a un nuevo tubo
y se afiadié un volumen 1:1 de isopropanol (Sigma) junto con 2 ul de glucdégeno 4 mg/mi
(ThermoFisher). Para precipitar el ARN, las muestras se introdujeron a -80°C durante 1 hora
tras lo que se centrifugaron a 13.000 rpm durante 20 minutos a 4°C. Se retir6 el sobrenadante,
se lavo el pellet con 200 pl de EtOH 70% y se centrifugd durante 5 minutos mas, tras lo que
se dejé secar el pellet 5 minutos a RT para posteriormente resuspenderlo en 20 ul agua tratada
con dietilpirocarbonato (DEPC, Invitrogen).

3.1.2. Tratamiento con DNasa y purificacion del ARN

A cada muestra se afiaden 5 pl de tampdon de DNasa 10X y 1 pl de DNasa | 2,73 U/l
del kit RNase-Free DNase Set (Qiagen) y se incuban 10 minutos a RT, tras lo que se afiade un
volumen 1:1 de fenol-cloroformo (Invitrogen) y se centrifugan 10 minutos a 13.300 rpm vy
4°C. Se recuper0 el sobrenadante a un nuevo tubo y se afiadieron 3 volumenes de EtOH 100
% y 1:10 de acetato de sodio 3 M, para a continuacion precipitar el producto a -80°C durante
1 hora. Pasado este tiempo, se centrifugaron a 13.000 rpm durante 15 minutos a 4°C, se retird
el sobrenadante y se lavd el pellet con 200 pl de EtOH 70%. Se centrifug6 durante 5 minutos
mas, se retird el sobrenadante y se secd el pellet 5 minutos a RT para posteriormente
resuspenderlo en 20 ul agua DEPC. La concentracion de ARN se midié en un
espectrofotometro.
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3.1.3. Retrotranscripcion del ARN a ADN complementario

Para la conversion del ARN extraido y purificado en ADN complementario (ADNCc) se
emplearon entre 1000 y 2000 ng del mismo, segln la finalidad a la que se destin6 el ADNc y
se utilizo el kit AffinityScript Multiple Temperature cDNA Synthesis (Agilent). Asi, se
prepararon muestras de forma que contuvieran 1000-2000 ng de ARN en 12,7 pl de agua libre
de nucleasas, a los que se afiadieron 3 pl de cebadores aleatorios (0,1 pg/ul) y se introdujeron
en el termociclador durante 5 minutos a 65°C y 10 minutos a 18°C. Tras este paso se afiadié a
cada muestra 2 pl de tampén 10X, 0,8 ul de dNTPs 100 mM, 0,5 pl de inhibidor de
ribonucleasas RNasa block 40 U/ul y 1 pl de transcriptasa reversa y se realizd una incubacion
de 10 minutos a 25°C, 1 hora a 50°C y 15 minutos a 70°C. Las muestras se conservaron a -
20°C hasta su uso.

3.1.4. Disefo y validacion de cebadores de gPCR

Los cebadores de qPCR para auts2a y para el gen normalizador (3-actina 2 (actb2) se
disefiaron con ayuda del programa Primer BLAST?®, mientras que la pareja para el otro gen
normalizador a evaluar, eeflal, fue cedida por el Dr. Jose Bessa (Vertebrate Development
and Regeneration Group, i3S, Porto). Las secuencias de los mismos, asi como el tamafio de
amplicon se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Secuencias en direccion 5> 3"de los cebadores utilizados y tamafio de amplicon

Gen Forward Reverse Tamafio ?peb)ampllcon
actb2 ACTTCACGCCGACTCAAACT | ATCCTGAGTCAAGCGCCAAA 86
eeflatl CCGCTAGCATTACCCTCC CTTCTCAGGCTGACTGTGC 358
auts2a CCCTCCATACTTGCGGACTG | TTCTGGCTGGGGTACGCA 158

Para evaluarlos, se procedi6 en primer lugar a realizar una reaccion de PCR con cada
una de las pareja tal y como se describe en el apartado 2.4.2, aunque en esta ocasion se
sustituy6 el ADN por 1 pl de ADNc de WT 10 ng/ul y se comprobé la altura correcta de las
bandas asi como la ausencia de bandas inespecificas mediante gel de agarosa.

3.1.4.1. Reaccion de gPCR

A continuacién, se realizd6 una gPCR utilizando el kit Brilliant 11l Ultra-Fast
SYBR Green QPCR Master Mix (Agilent) y se establecieron 3 réplicas bioldgicas y 3 réplicas
técnicas para cada una de las condiciones (WT, heterocigoto y homocigoto) y para cada pareja
de cebadores. Por reaccion, se anadieron 6,5 pl de agua Milli-Q, 0,6 ul de cada cebador 10
uM, 0,3 ul de Reference Dye 2 uM ,10 ul de SYBR Green QPCR master mix 2X y 2 ul de
ADNC a 10 ng/pl. Las muestras se introdujeron en el aparato Stratagene Mx3005P (Agilent) y
se sometieron a una fase de 3 minutos a 95°C, seguida de 40 ciclos de amplificacion,
compuestos por una fase de 5 segundos a 95°C y otra de 20 segundos a 60°C. Tras ello las
muestras se incubaron durante 1 minuto a 95°C, 30 segundos a 60°C y 30 segundos a 95°C.
Los resultados obtenidos se visualizaron mediante el programa MxPro (version 4.10) en el
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ordenador conectado al equipo de qPCR. El andlisis de los datos obtenidos para cuantificar la
expresion relativa de auts2a en los tres grupos de individuos con respecto a los dos genes
normalizadores se realizd mediante el método de doble-delta Ct (AACt) en el programa
Microsoft Excel y el analisis estadistico para determinar la significacion, establecida en p<
0,05 se llevo a cabo mediante la prueba T de Student en del programa SPSS Statistics (IBM).
En este punto, se continud el analisis Unicamente con individuos homocigotos y se establecio
el gen actb2 como normalizador.

3.1.4.2. Rectas de calibrado

Para incrementar la fiabilidad de los resultados se procedid a realizar rectas de
calibrado para los cebadores de auts2a y actb2. Para ello, se establecieron las reacciones de
gPCR tal y como se describe en el apartado anterior pero usando ADNc de WT a 5
concentraciones decrecientes (diluciones 1/10), mas un control con agua Milli-Q, por
triplicado. Los resultados se analizaron en el programa Microsoft Excel, de forma que se
calculd la eficiencia de los mismos asi como el coeficiente de regresion lineal (R?) a partir de
la ecuacion de regresion lineal. Las formulas utilizadas para dichos calculos se muestran en la
Ecuacion 2.

Ecuacion 2. Férmulas empleadas para el calculo de la eficiencia de las parejas de cebadores. a)
Férmula de regresion lineal, siendo m la pendiente de la linea, x la variable independiente y b
la ordenada al origen ; b) formula de calculo de la eficiencia; c) formula de calculo del
porcentaje de eficiencia.

a) y=mx+b
b) e =10"(—1/m)
) %=(e—1)*100

3.2. HIBRIDACION IN SITU PARA EL GEN AUTS2A

Con el fin de determinar la localizacion corporal en que se expresa el gen auts2a asi
como para evaluar la disminucion en los niveles de ARNm en individuos homocigotos se
desarroll6 la metodologia de HIS.

3.2.1. Sintesis y purificacién de la ribosonda antisentido de ARN

Para sintetizar la sonda antisentido de ARN para el gen auts2a el primer paso consistid
en el disefio de cebadores mediante el programa Primer BLAST?®, tras lo que se afiadié una
secuencia promotora de la enzima polimerasa T7 de 30 pb al extremo 5 del cebador reverse
para su posterior transcripcion. La secuencia de los cebadores, que delimitan un amplicon de
426 pb (396 + 30) en direccion 5> 3" es la que sigue:

Forward: CAGAGTGTTGGGTCCGTGA
Reverse: taagctttaatacgactcactatagggagaGGGCCATCCATTTCACCAGA

A continuacion, se realizé una reaccion de PCR con la pareja de cebadores con y sin la
secuencia de reconocimiento de la T7 como se describe en el apartado 3.1.4, pero con una
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concentracion de ADNc de 50 ng/pl y volumen final de 50 ul. La correcta amplificacion y
ausencia de bandas inespecificas se comprobaron en gel de agarosa. Los productos de
amplificacion fueron purificados mediante el protocolo de fenol-cloroformo y EtOH, segun lo
descrito en el apartado 3.1.2 y su concentracion se midié con el espectrofotémetro.

3.2.2. Transcripcion in vitro y purificacion de la ribosonda antisentido

Para la transcripcion de los productos de PCR y su conversion en ARN se hicieron
reacciones con 10 pl de tampdn de transcripcion 5X (Promega), 5 pl de DTT 50 mM
(Promega), 5 pl de DIG RNA Labelling Mix (Sigma), 1 ul de RNase Out (Invitrogen), 2,5 pl
de T7 polimerasa (Promega), 1 pg de producto de PCR y agua Milli-Q hasta alcanzar un
volumen de 50 pl. Las muestras se incubaron 2 horas a 37°C, se afiadio 1 pl de DNasa | y se
incubaron a 37°C durante 30 minutos mas. Las sondas transcritas se purificaron con el kit
Quick Spin Columns for radiolabeled RNA purification (Roche), segun las indicaciones del
proveedor y se cuantificaron en el espectrofotometro.

3.23. HIS

Los peces WT y homocigotos se criaron en agua de désmosis reversa hasta que
concluyé la gastrulacién, momento en el que se pasaron a una solucion de agua de 6smosis
reversa con feniltiourea 75 uM (PTU, Sigma) para evitar la formacion de pigmentos, hasta las
24 y 48 hpf, momento en el que se sacrificaron e incluyeron en para-formaldehido 4% (PFA,
Sigma) y se mantuvieron a 4°C, ON. Se sometieron a 2 lavados de 5 minutos en PBT,
consistente en PBS 1X (Sigma) y Tween-20 0,1% (Sigma) y se deshidrataron en series de 3
minutos de 25% metanol (MeOH, Sigma) / 75% PBT, 50% MeOH / 50% PBT y 75%MeOH /
25%PBT. Se conservaron en MeOH 100% ON a -20°C, tras lo que se hidrataron con una serie
inversa a la descrita y se trataron con proteinasa K 10 pg/ml en PBT entre 4 y 20 minutos. Se
realizaron dos lavados de 2 minutos en PBT, una fijacion de PFA 4% de 20 minutos y otros
cuatro lavados de 5 minutos en PBT con agitacién. Para la pre-hibridacion se sustituyé el PBT
por tampon de hibridacion HYB+, compuesto por formamida 50%, SSC 5X (Promega),
heparina 50 pug/ml (Sigma), yeast tRNA 0,5 mg/ml (Sigma), Tween-20 0,1% Yy &cido citrico
9,2 mM pH 6.0 y las muestras se incubaron durante 3 horas a 70°C. Pasado este tiempo se
afiadio la sonda a 1,5 nl/ul disuelta en tapdn HYB+ y se incub6 ON a 70°C. Al dia siguiente,
la sonda de hibridacion se retir0 y se realizaron lavados de 10 minutos a 70°C de 25% SSC
2X [ 75% HYB- (formamida 65%, SSC 5X y Tween-20 0,1%), 50% SSC 2X / 75% HYB-,
75% SSC 2X / 25% HYB- y SSC 2X, seguidos de dos lavados de 30 minutos en SSC 0,05X,
un lavado de 5 minutos a RT y con agitacion de 50% SSC 0,05X / 50% PBT, y finalmente
dos lavados en PBT. Tras ello, las muestras se incubaron 1 hora a RT con agitacién en tampo6n
de bloqueo, compuesto por PBT, suero de oveja 2% (Sigma) y albumina de suero bovino 2
mg/ml (BSA, Sigma). A continuacion, se incubaron 2 horas a RT en el anticuerpo anti-
digoxigenina de oveja conjugado con fosfatasa alcalina (Sigma) disuelto a 1:2000 en tampdn
de bloqueo, y se realizaron seis lavados de 10 minutos a RT y con agitacion en PBT, para
luego conservar las muestras a 4°C, ON. Se realizaron con posterioridad 3 lavados de 10
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minutos con el tampdn NTMT, compuesto por Tris-HCI 100 mM pH 9.5, MgCl, 50 mM,
NaCl 50 mM y Tween-20 0,1% Yy el revelado se realizd en oscuridad con la solucion BM-
Purple (Sigma). Una vez alcanzada la sefial colorimétrica deseada, las muestras se lavaron 4
veces durante 5 minutos en PBT y se conservaron finalmente en PFA 4% a RT hasta la toma
de imagenes.

3.3. WESTERN BLOT
3.3.1. Extraccion y cuantificacion de proteinas

Para la extraccion de proteinas de los embriones WT y mutantes homocigotos de 48
hpf, éstos se sacrificaron con sobredosis de tricaina e introdujeron en 3 grupos de 10
individuos en tubos de 1,5 ml. Sobre ellos se afiadieron 200 ul de solucion de disociacién
celular, compuesta por media tableta del coctel de inhibidores de proteasas cOmplete” Mini
(Roche) disuelta en 2,5 ml de PBS 1X, y se disgregd el tejido suavemente. A continuacion, las
muestras se centrifugaron a 2.000 rpm durante 2 minutos, se retird el sobrenadante, se
afiadieron 200 ul mas de solucidn de disociacion y se repitié el paso de centrifugado y
retirado del sobrenadante. Al sedimento se afiadieron 20 pl de SDS 2X- DTT 1 mM vy se
resuspendio. Para cuantificar las proteinas extraidas se utilizd el kit DC Protein Assay
Reagents Package (Bio-Rad), una adaptacion del método de Bradford, siguiendo las
indicaciones del proveedor. Las absorbancias se midieron en el aparato EnSpire Multimode
Plate Reader (Perkin Elmer), y las concentraciones se calcularon en base a una recta patron
de BSA, segun la formula Y = 0.1263x + 0.057, siendo Y la absorbancia y x la concentracion

en pg/pl.

3.3.2. Electroforesis

Para realizar la electroforesis, se prepararon muestras a 30 ug, a las que se afadieron
6,7 pl del tampén de carga 4X Bolt™ LDS Sample Buffer (Invitrogen) y agua Milli-Q hasta
completar un volumen de 20 pl, y se incubaron 5 minutos a 95°C. Se utilizaron los geles
comerciales de poliacrilamida desnaturalizante Bolt" 4 to 12%, Bis-Tris, 1.0 mm, Mini
Protein Gels (Invitrogen) y como marcador de peso molecular se usé el Precision Plus
Protein Dual Color Standards (Bio-Rad). La electroforesis se llevo a cabo con tampon MES
1X (Invitrogen) en cubetas verticales a 167 V durante 25-30 minutos.

3.3.3. Transferencia, lavado y bloqueo de la membrana

Las proteinas separadas en la electroforesis se transfirieron a la membrana Immuno-
Blot PVDF Membranes for protein blotting (Bio-Rad), previamente activada al sumergirla 1
minuto en MeOH y empapada en tampon de transferencia, compuesto por Tris 25 nM, glicina
192 nM y MeOH 20%. La transferencia se efectu6 en el equipo Trans-Blot SD Semi-Dry
Transfer Cell (Bio-rad) a 15 V durante 90 minutos. Una vez transcurrido ese tiempo la
membrana se lavd dos veces en agitacion durante 5 minutos en TBS 1X (Sigma)- Tween-20
0,1% (TTBS 1X) y se bloqued en BSA 5% en TTBS 1X durante 90 minutos en agitacion.
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3.3.4. Incubacion con anticuerpos y revelado

Los anticuerpos primarios utilizados fueron anti-Auts2a (GeneTex) y anti-Actb2
(Invitrogen) como normalizador, ambos de conejo y en concentraciones de 1:1000 y 1:1500
respectivamente. Para ello, la membrana se cortdé en dos pedazos, cada uno de los cuales
contenia la proteina esperada y estas dos porciones se incubaron ON a 4°C en agitacion con el
anticuerpo primario correspondiente, tras lo que se incubaron con el anticuerpo secundario
anti-rabbit 1gG HRP-linked antibody (Cell Signaling Technology) con dilucion 1:2500,
durante 1 hora a RT con agitacién. Tras 4 lavados con TTBS 1X de 5 minutos cada uno, se
afadié el sustrato comercial ECL Prime WB detection reagent (GE Healthcare) para la
inmunodeteccion basada en quimioluminiscencia por exposicion y revelado de la pelicula
autorradiografica Amersham Hyperfilm ECL (GE Healthcare).

4. CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LOS MUTANTES DE AUTS2A
4.1. CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LOS EMBRIONES
4.1.1. Anélisis morfologico

Para la caracterizacion fenotipica de los embriones se utilizaron las fotografias
tomadas a las 48 hpf de los embriones homocigotos de la generacién F2, asi como de
individuos homocigotos de la F3. Como control se utilizaron embriones WT de 48 hpf de
puestas independientes. Las medidas de los individuos se tomaron directamente en el
programa NIS-Elements (version 4.13.04) y fueron las siguientes:

- Diametro de la cabeza, trazando una linea por la parte media de la region de los arcos
branquiales y pasando por la parte del otolito mas cercana al 0jo y trazando su paralela
en el extremo anterior de la cabeza.

- Diametro del ojo, trazando una perpendicular a la linea que delimita el diametro de la
cabeza y determinando su paralela.

- Longitud total del cuerpo, mediante el trazado de una linea recta entre la regién
anterior de la cabeza, coincidiendo con la unién entre el cerebro anterior y medio hasta
el extremo posterior del cuerpo, coincidiendo con el final de la aleta caudal.

- Longitud de la aleta caudal, por trazado de una linea recta.

- Longitud del cuerpo sin aleta caudal, resultante de la resta de la longitud de la aleta
caudal a la longitud total del cuerpo.

Una vez realizadas las medidas, se calcularon las ratios cabeza/ cuerpo y ojo/cabeza y
los datos fueron analizados en el SPSS Statistics, en donde se realizo el estadistico de Levene,
para evaluar la homogeneidad de varianzas, el estadistico de Kolmogorov — Smirnov, para
determinar la distribucién de los caracteres, y finalmente la prueba U de Mann-Whitney para
determinar la existencia de diferencias estadisticamente significativas entre individuos WT y
homocigotos para las diferentes medidas tomadas. La significacion se establecio en p< 0,05.
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4.1.2. Tincion de cartilago

El estudio de la morfologia del cartilago de la region mandibular de los individuos se
realiz6 mediante el protocolo de tincion con azul alcian. Para ello, los individuos WT y los
homocigotos se criaron hasta la edad de 5 dpf, momento en que las estructuras cartilaginosas
son facilmente identificables. Llegado este punto, los embriones se sacrificaron y se fijaron
ON en PFA 4%, tras lo que se lavaron tres veces durante 2 minutos en PBS 1X. A
continuacion, se incubaron ON en un preparado de Alcian Blue 0,1 mg/ml (Sigma) en EtOH y
acido acetico glacial (Panreac) en proporcion 8:2, previamente filtrado a través de un filtro
para jeringuillas de 0,22 pum (Sigma). Para eliminar la pigmentacion de los individuos, se
trataron con hidroxido de potasio 1% (KOH, Panreac) en peréxido de hidrégeno 0,6% (H,0,,
Sigma) durante 2 horas, tras lo que se lavaron dos veces durante 5 minutos en PBS 1X y se
incluyeron en glicerol 99% (Sigma) a través de una serie ascendente de KOH 0,5% / glicerol
99% (9:1,7:3, 5:5, 3:7, 1:9). En este punto se fotografiaron y se tomaron medidas de la
longitud del palatocuadrado, asi como del angulo ceratohial. Asimismo, se tomaron medidas
de la longitud y el diametro de la cabeza. Tras evaluar la homogeneidad de varianzas
mediante el estadistico de Levene y la distribucién de caracteres mediante el estadistico de
Kolmogorov — Smirnov, los datos fueron analizados en el SPSS Statistics mediante la prueba
T de Student para determinar la existencia de diferencias significativas entre los individuos
WT y los homocigotos. La significacion se estableci6 en p< 0,05.

4.1.3. Determinacion de apoptosis
4.1.3.1. Naranja de acridina

La evaluacion de las diferencias en los niveles de apoptosis entre los individuos
WT y los homocigotos mutantes se realizd mediante tincién con naranja de acridina. Para
ello, los individuos de 24 hpf fueron incubados en oscuridad en una solucién de naranja de
acridina 3 pg/ml (Sigma) durante 20 minutos. Tras ello se realizaron dos lavados de 1 minuto
con PBS 1X, los embriones se anestesiaron con tricaina y se fotografiaron.

4.1.3.2.  Analisis de la expresion de p53

Se evalué mediante gPCR la de expresion de p53, un importante inductor de la
apoptosis, en la region cefalica de los embriones WT y homocigotos mutantes a las 48 hpf.
Para ello, los individuos se sacrificaron y se cortaron con ayuda de bisturi, conservandose las
cabezas en RNAlater hasta su uso. La extraccion de ARN, purificacion, retrotranscripcion,
disefio y validacion de cebadores, asi como la reaccién de la qPCR y su andlisis se llevd a
cabo tal y como se describe en los apartados 3.1.1 - 3.1.4. Las secuencias de los cebadores
forward y reverse son, en direccion 5> 3, CCCCGGATGGAGATAACTTGG vy
GCACAGTTGTCCATTCAGCA, respectivamente, delimitando un amplicon de 153 pb.
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4.1.4. Hibridacion in situ de pax2a, emx1 y aldoca
Se seleccionaron los siguientes genes para su deteccion y analisis mediante HIS:

e pax2a, Paired box 2a, (ENSDARG00000028148, ENSDART00000160921.2).
Marcador de la unidon entre el cerebro medio y el cerebro posterior (MHB, del
inglés, midbrain-hindbrain boundary).

e emxl, Empty spiracles homeobox 1, (ENSDARGO00000039569,
ENSDART00000057810.6). Marcador de telencéfalo.

e aldoca, Aldolase C, fructose-bisphosphate a, (ENSDARGO00000057661,
ENSDARTO00000080377.7) Marcador de cerebro, principalmente de la region
cerebelar.

La sintesis de las sondas de ARN para estos genes se realizd de igual forma que se
describe en los apartados 3.2.1 y 3.2.2. En este caso, las secuencias de los cebadores
utilizados se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Secuencias en direccion 5> 3"de los cebadores utilizados y tamafio de amplicon

Gen Forward Reverse Tamano de amplicon (pb)
pax2a ACGACTGGCTCAGTACCAAA tézgccgéiaé/i%a&‘ﬁé??ﬁfgEgTa 393 (363 + 30)

emx1 TTCTTTGGCACGCAACATCG taaé”%%ié?ﬁé%éé?éﬁgffga 351 (321 + 30)
aldoca CCGTCTGAGTCCTTCAGTCTTG taf’é%é?éﬁﬁ%?éfjffgga 347 (317 + 30)

El protocolo de HIS se realizé siguiendo los pasos descritos en el apartado 3.2.3,
aunque Unicamente para la sonda de aldoca debido a la falta de un numero suficiente de
individuos homocigotos mutantes.

4.2. CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LOS ADULTOS
4.2.1. Longitud y peso de los adultos

Los adultos de pez cebra WT y homocigotos mutantes de un afio de edad se
anestesiaron con tricaina 0,003% y la longitud total del cuerpo se midié con ayuda de una
regla graduada. Asimismo, el peso de los individuos se midié en la bascula de precision
Explorer (Ohaus). Tras evaluar la homogeneidad de varianzas y la distribucion normal, los
datos fueron analizados en el SPSS Statistics mediante la prueba T de Student para determinar
la existencia de diferencias significativas entre los individuos WT y los homocigotos. La
significacion se establecio en p< 0,05.
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5. ANALISIS DE LOCOMOCION DE LOS EMBRIONES MUTANTES DE AUTS2A

Para estudiar posibles diferencias en la locomocion general de los individuos, se
seleccionaron 48 individuos homocigotos mutantes y 48 individuos WT de 7 dpf. Esta etapa
del desarrollo fue seleccionada debido a que a edades anteriores las larvas tienden a presentar
movimientos de tipo explosivo, mientras que a partir de los 6-7 dpf ya presentan un nado y
deslizamiento normalizado. En etapas posteriores, coincidiendo con la reabsorcion completa
del coridn, es necesario alimentar a los animales, por lo que su movimiento normal puede
verse alterado por la blsqueda de alimento. Las larvas se analizaron en el dispositivo
Zebrabox con el software Zebralab de Viewpoint Life Sciences, y para el rastreo automatizado
de cada uno de los movimientos de cada uno de los peces se establecié un programa de
andlisis de 60 minutos con tres ciclos intermitentes de luz y oscuridad, cada uno de ellos con
una duracion de 10 minutos. Los datos obtenidos se convirtieron a formato Microsoft Excel y
se realizé el estadistico de Levene, para evaluar la homogeneidad de varianzas, el estadistico
de Kolmogorov — Smirnov, para determinar la distribucion de los caracteres, y finalmente la
prueba U de Mann-Whitney en el programa SPSS Statistics. La significacion se establecid en
p< 0,05.

6. ANALISIS TRANSCRIPTOMICO DE LOS MUTANTES DE AUTS2A

Con objeto de determinar posibles diferencias transcripcionales en diversos genes entre los
individuos WT y los homocigotos mutantes, y asi poder dar una explicacion a nivel
transcripcional de la fisiopatologia de los TEA, se realizaron analisis por gPCR.

6.1. SELECCION DE GENES DE INTERES

Se seleccionaron un total de 29 genes en base a su potencial relacion con AUTS2/ auts2a
y también genes marcadores de diversas estructuras cerebrales o de determinados procesos
bioldgicos. Se comprobd en la base de datos de ENSEMBL?* que todos los genes en humanos
contaran con un ortélogo de elevada homologia en pez cebra, y que todos ellos se expresaran
en el momento de desarrollo a evaluar en la base de datos ZFIN®" | siendo en este caso, 48
hpf.

6.1.1. Genes reguladores y regulados por AUTS2

- TBR1/ tbrlb, T-box brain transcription factor 1b, (ENSDARG00000004712,
ENSDARTO00000006612.7). Regula transcripcionalmente al promotor de AUTS2
durante el desarrollo. Interviene en la diferenciacién neuronal, por lo que expresa
ampliamente en neuronas postmitoticas, y participa en la formacién de sinapsis
glutamatérgicas excitatorias y en la migracién neuronal®’2. La homologia es del
80,92%.

- SATB2/ satb2, Special AT-Rich Sequence-Binding Protein 2, SATB Homeobox 2,
(ENSDARG00000061885, ENSDART00000088876.4). Regula directamente la
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expresion de TBR1 e indirectamente a AUTS2. Se ha establecido como marcador de
neuronas excitatorias??*. La homologia es del 65,83%.

RACl/raclb, Rac family small GTPase 1b, (ENSDARG00000087954,
ENSDARTO00000130877.3). Es regulado positivamente por AUTS2, y en conjunto
participan en la remodelacion del citoesqueleto de actina para una adecuada migracion
neuronal y proyeccién axonal®®. La homologia es del 98,44%.

6.1.2. Genes implicados en enfermedades del neurodesarrollo

GTF2IRD1/ gtf2irdl, General Transcription Factor I1-1 Repeat Domain-Containing
Protein 1, (ENSDARG00000022203, ENSDART00000148727.3). Factor de
transcripcion implicado en el sindrome de Williams, un trastorno del neurodesarrollo
con manifestaciones clinicas semejantes a las de TEA**. Se ha relacionado con la
sefializacion serotoninérgica. La homologia es del 53,05%.

MECP2/ mecp2, Methyl CpG Binding Protein 2, (ENSDARG00000014218,
ENSDART00000123882.4). Factor de transcripcion implicado en el sindrome de Rett,
un trastorno del neurodesarrollo con manifestaciones clinicas semejantes a las de
TEA. Se conoce que reprime transcripcionalmente la expresion de AUTS2 y que
interviene en el crecimiento normal de dendritas y axones?®. La homologia es del
53,41%

SEMABSA/ semaba, Semaphorin 5a, (ENSDARG00000058821,
ENSDARTO00000164319.2). Gen candidato a TEA, interviene en la formacion de un
nimero apropiado de proyecciones axonales durante el desarrollo?®. La homologia es
del 76,53%

ZMAT3/ zmat3, Zinc Finger Matrin-Type 3, (ENSDARG00000080021,
ENSDARTO00000109833.4). Implicado en enfermedades neurodegenerativas, y cuya
desregulacién provoca disminucion en los niveles cerebrales de AUTS2 en modelos de
raton para la enfermedad de Huntington®®®. La homologia es del 62,63%.

6.1.3. Genes implicados en el PRC1

CK2B/ ck2b, Casein kinase 2, beta polypeptide.
(ENSDARG00000077776, ENSDART00000109258.4). Como componente del PRC1
interactia fisicamente con AUTS2. Interviene en la sefializacion dopaminérgica y
tiene un papel fundamental en la oligodendrogénesis a través de la regulacion del gen
OLIG2%*". La homologia es del 99,07%.

DCAF7/ dcaf7, ddbl and cul4 associated factor 7, (ENSDARG00000054355,
ENSDART00000058221.7). Interviene en la activacién del complejo PRC1 y
desarrolla un papel importante en la diferenciacion neuronal®**. La homologia es del
97,95%.

PCGF5/ pcgfbb, Polycomb Group Ring Finger 5b, (ENSDARG00000052388,
ENSDARTO00000086211.7). Como componente del PRC1 interactia fisicamente con
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AUTS2. Asimismo, es fundamental para la diferenciacion neuronal. La homologia es
del 78,02%.

RYBP/ rybpa, RING1 and YY1 binding protein a, (ENSDARGO00000037773,
ENSDART00000055038.4). Como componente del PRC1 interactua fisicamente con
AUTS2. Es fundamental para la morfogénesis normal del sistema nervioso y la
formacién de astrocitos y oligodendrocitos®®. La homologia es del 69,72%.

6.1.4. Genes implicados en el NSMD

SMG1/ smgl, SMG1 nonsense mediated mRNA decay associated PI3K related kinase,
(ENSDARG00000054570, ENSDART00000076796.7)*°. La homologia es del
73,87%

UPF1/ upf, UPF1 RNA helicase and ATPase, (ENSDARG00000016302,
ENSDART00000021011.10)?®. La homologia es del 95,18%.

6.1.5. Genes marcadores de tipos celulares cerebelares

PTF1A/ ptfla, Pancreas associated transcription factor 1a,
(ENSDARG00000014479, ENSDART00000021987.6). Factor de transcripcién
necesario para la generacion especifica de células de Purkinje en el cerebelo, y por
tanto de neuronas gabaérgicas. En su ausencia, las neuronas adoptan un fenotipo
glutamatérgico®®. La homologia es del 69,81%.

FAT2/ fat2, FAT atypical cadherin 2, (ENSDARG00000018923,
ENSDART00000014149.11). Se expresa casi exclusivamente en el cerebelo,
principalmente en las células granulares®*. La homologfa es del 46,41%.

RERE/  rereb, Arginine-glutamic  acid  dipeptide (RE) repeats b,
(ENSDARG00000075670, ENSDART00000111639.4). Interviene en la maduracion y
migracion de las células y Purkinje y en la proliferacion de las células granulares?.
La homologia es de 59,38%.

6.1.6. Genes marcadores especificos de sinapsis glutamatérgicas y gabaérgicas

GAD1/ gadla, Glutamate decarboxylase 1la, (ENSDARG00000093411,
ENSDART00000025332.9). Codifica para la glutamato descarboxilasa, que cataliza la
conversion de glutamato en acido gamma-aminobutirico (GABA), principal
responsable de sinapsis gabaérgicas (inhibidoras), cominmente alteradas en pacientes
con TEA?®®, La homologia es del 79,50%.

GRID2/ grid2, Glutamate receptor, ionotropic, delta 2, (ENSDARG00000055302,
ENSDART00000141634.3). Se trata de un receptor ionotropico de glutamato, por lo
que interviene en sinapsis glutamatérgicas (excitadoras), comunmente alteradas en
pacientes con TEA. Se encuentra significativamente sobreexpresado en pacientes con
sindrome de Down?**, La homologia es del 81,86%.

VGLUTZ2/ vglut2.2, Solute carrier family 17 member 6a, (ENSDARG00000001127,
ENSDARTO00000003494.7). Codifica para un transportador vesicular glutamatérgico
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por lo que interviene de forma directa en las sinapsis glutamatérgicas (excitadoras),
cominmente alteradas en pacientes con TEA?*. La homologia es del 85,18%.

6.1.7. Genes marcadores de neuroglia: astrocitos, microglia y oligodendrocitos

EMX1/ emxl, Empty spiracles homeobox 1. (ENSDARG00000039569,
ENSDARTO00000057810.6). EI linaje de células que expresan este factor de
transcripcion en el cerebro anterior o telencéfalo, dan lugar a glia y también neuronas
excitatorias diversas®*®. La homologia es del 76,19%.

GFAP/ gfap, Glial fibrillary acidic protein, (ENSDARG00000025301,
ENSDARTO00000028270.7). Da lugar a los filamentos intermedios del citoesqueleto
de astrocitos y glia, por lo que es un marcador especifico de estos tipos celulares. Su
expresion se encuentra elevada en pacientes®’. La homologia es del 65,54%.

NES/ nes, Nestin, (ENSDARG00000088805, ENSDART00000122681.3). Codifica
para una proteina de los filamentos intermedios y da lugar a lineas celulares
neuronales y de glia, siendo un marcador de diferenciacién neuronal®®. Se ha
propuesto también como marcador de angiogénesis en los pericitos, encontrandose
elevado en pacientes con TEA?®, La homologia es del 77,19%.

OoLIG2/ olig2, Oligodendrocyte lineage transcription factor 2,
(ENSDARG00000040946, ENSDART00000060006.5). Factor de transcripcién
expresado en células progenitoras de oligodendrocitos y por tanto responsable de la
diferenciacion de los mismos, fundamentales para la correcta integridad de las vainas
de mielina y la materia blanca®*®?*'. La homologia es del 72,16%.

6.1.8. Genes marcadores de pluripotencia

SOX2/sox2, SRY-box transcription factor 2 (ENSDARGO00000070913,
ENSDARTO00000104493.5) y c¢-MYC/ c-myc, MYC proto-oncogene, bHLH
transcription factor, (ENSDARG00000045695, ENSDART00000111014.4). Factores
de transcripcion responsables de mantener la auto-renovacion y pluripotencia de
células madre neurales, siendo fundamental para un desarrollo neuronal normal®*22%.
La homologia es del 87,30% y 60,64% respectivamente.

6.1.9. Genes implicados en la diferenciacion neuronal

ELAVL3/ elavli3, ELAV like neuron-specific RNA binding protein 3,
(ENSDARG00000014420, ENSDART00000013717.9). Promueve la diferenciacion y
maduracion neuronal por lo que se considera un marcador de neuronas postmitoticas.
Interviene asimismo en el mantenimiento de una estructura axonal correcta®**. La
homologia es del 89,69%.

ISL1/ isll, ISL LIM homeobox 1, (ENSDARG00000004023 ,
ENSDARTO00000010896.6). Factor de transcripcion requerido para la diferenciacion y
supervivencia de distintos tipos neuronales postmitoticos. Su sobreexpresion se ha
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asociado asimismo a la desregulacion de las sefiales gabaérgicas®®. La homologia es
del 97,99%.

NEURODZ1/ neurodl, Neuronal  differentiation 1, (ENSDARG00000019566,
ENSDART00000011837.6). Marcador de neuronas postmitoticas ya que promueve la
diferenciacion de progenitores neurales, estd presente en neuronas piramidales
excitatorias. Asimismo, regula positivamente la expresién de TBR1**°. La homologia
es del 77,43%.

6.1.10. Gen marcador de activacion neuronal

FOS/ fosab, V-fos FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog Ab,
(ENSDARG00000031683, ENSDART00000043298.8). Factor de transcripcion
descrito como marcador de activacion neuronal e implicado en la plasticidad neuronal.
Su expresion se asocia a procesos de aprendizaje y memoria y disminucion de la

ansiedad en modelos de TEA en ratén**"?*, La homologia es del 57,59%

6.2. DISENO DE CEBADORES DE QPCR

El disefio de los cebadores de qPCR se realiz6 en el programa PRIMER BLAST?®, con
excepcion de neurodl, nes, elavl3 e isl1, que fueron tomados de la literatura®*®. La secuencia
de los mismos, en direccion 5= 3" se muestra en la Tabla 9.

Tabla 9. Secuencias en direccion 5" > 3 "de los cebadores utilizados y tamafio de amplicon

Gen Forward Reverse Tamario de amplicon (pb)
tbrib CAAGCAGGGACGACGAATGT CATTCGTATCCGCTTTGCCG 161
satb2 TGCTGGACGTTTACCACATG AAGTTCTTTGAGGGCGTTGC 119
rac1b ATGCAGGCCATCAAGTGTGTG CCGGTTTCCCATCCACCATC 151

gtf2ird1 GCTAAGGTGCCGTACTCCAA GTCAACAATTCTGGCCTCGTT 173
mecp2 CTGGACACGCAAGCTGAAAC GGCTTTCCCTTCTGGGTTGAT 85
semaba TGGCAACAGCAGTGAAACTC ACTTGAACGTGCAACAGACG 76
zmat3 CCATGCCAGGCCCTTACTAC CTGGCACCCGAGTTACACAT 115
ck2b GGAAGTGTCGTGGATTTCTTGG AATGGGGAACTTGCTCGTTG 122
dcaf7 AACCTCCTGGGGACATCTAGT TTTTGACGTGACCCGACACT 103
pcgfbb CCCACTTCGGGAACTTGACA TTTACAAAAGGTGTGCAGGC 140
rybpa GACTGTAGCGTCTGCACCTT GCAGGTCTCTGTCTGTTCGT 199
smg1 ACGTTACCAGGGTTTTGCGA CTCCAACTGGGCAAACATGC 140

upft CATGAGCCAGCCTTCACAGA ACAGCGCAACATCCATCTGA 107
ptfia ACATGCCAATTCGGAACCCA CATTTGGAGATGGGGATCTTGTT 93

fat2 GGGATCTACCAGTGCTGCTC TGCAGTGAAACCCTCCAGTG 100
rereb CCAACAGGACCCTCTCAACC GCATTTCATGCTCGTGTGGT 146
gadla TGGAGGGCTTCAACCTGGAG GCTGCTCCATCAGGACAAAC 231
grid2 GTCCCATCGAAGGAGGACGATA AGAGTCTGGATCTGCTCTGGT 236

vglut2.2 CTGCGATCCTGCTCACATCA GGGTAGGTCACACCTTCGAC 118
emx1 CACTTCTTTGGCACGCAACA CCTGGGAGACATCATTACCTTG 103
gfap TGGCCAACTCTAACATGCAG ATTACGATTGGCTGCATCCG 80
nes AGAAGGTCGGTCAACTCG GGTCTGGGATGCTGGTAG 144
olig2 ACGAGTGAACTGGATAGCCT TGTCAGAGTCCATGGCGTTC 128
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sox2 CACCAACTCCTCGGGAAACA GGGGTTCTCCTGTGCCATTT 115
c-myc TATGCTGCAAGTGACCGGAG TCACCGGCATTTTGACACTT 141
elavl3 ATCACCTCACGCATCCTG TTGTTGGCGAACTTTACG 164

isl1 CCCAGGAGATGAGTTCGC GGCTCTGCTGCCATTTGT 141
neurod1 CGAGCAGAGCCAGGAGAT AGGGTGGTGTCAAAGAACG 186
fosab CAGCTCCACCACAGTGAAGA GCTCCAGGTCAGTGTTAGCC 176

6.3. VALIDACION DE LOS CEBADORES DE QPCR

Se realiz6 en primer lugar una reaccién de PCR con cada una de las parejas como se
describe en el apartado 3.1.4, usando 1 pl de ADNc de WT 10 ng/ul y se comprobd6 en gel de
agarosa la altura correcta de las bandas asi como la especificidad en la amplificacion. A
continuacion, se realizaron las rectas de calibrado para todos los cebadores, para lo que se
extrajo ARN de individuos WT, se realizo el tratamiento con DNasa, se purifico y se realiz6
la retrotranscripcion tal y como se describe en los apartado 3.1.1 - 3.1.3. La reaccion de gPCR
para para obtencion de las rectas se realizd como se describe en el apartado 3.1.4.2., aunque
en este caso las diluciones decrecientes fueron de 1/2. Los resultados se analizaron en el
programa Microsoft Excel utilizando las formulas de la Ecuacion 2.

6.4. REACCION DE QPCR PARA DETERMINAR LA EXPRESION
DIFERENCIAL ENTRE WT Y MUTANTES

La existencia de diferencias estadisticamente significativas en la expresion de los genes
de interés se realiz6 mediante analisis por qPCR, para lo que se establecieron 3 réplicas
técnicas y 3 réplicas bioldgicas para cada grupo (WT y homocigotos mutantes) y para pareja
de cebadores. Los pasos que se siguieron se describen en los apartados 3.1.1 - 3.1.3y 3.1.4.1.
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1. GENERACION DE UNA LINEA MUTANTE PARA EL GEN AUTS2A
MEDIANTE CRISPR/CAS9
1.1. ORTOLOGO DE AUTS2 EN PEZ CEBRA

Confirmada la existencia del ortélogo auts2a en la base de datos de ENSEMBL?®, se
evalué el porcentaje de homologia entre el gen humano y el de pez cebra mediante las
herramientas Nucleotide BLAST y Protein BLAST#®, que revelaron una homologia de las
principales isoformas a nivel nucleotidico y una homologia aminoacidica del 80,15% y
60,15% respectivamente.

1.2. DISENO, SINTESIS E INYECCION DE LOS ARNsg

Mediante la herramienta CRISPRScan?™® se seleccioné un ARNsg con una puntuacion de
76 puntos sobre 100 (forward strand), cuya secuencia, junto con la secuencia de
reconocimiento de la enzima T7 y la regiébn complementaria al cebador universal de se
muestran en la Figura 16.

9 PAM
Secuencia diana del genoma AGGCGTGGGCATGATGGCGTGGGE
PP rrrrrr et
Secuencia del ARNsg GGGCGTGGGCATGATGGCGT
b) Region
complementaria al
Promotor de T7 cebador universal
taatacgactcactataGGGCGTGGGCATGATGGCGTgttttagagctagaa

Figura 16. Representacion de la secuencia del ARNsg. a) Complementariedad entre la
secuencia diana del genoma y la secuencia del ARNsg; b) Composicion del ARNsg a
amplificar.

En la Figura 17 se muestra el resultado de la PCR y posterior purificacion del ARNsg con
el cebador universal. Se puede observar que la banda se encuentra a la altura esperada, es
decir, 117 pb, ya que contiene 17 pb correspondientes al promotor de la T7, 20 pb del ARNsg
y 80 pb que corresponden al cebador universal. La mezcla de reaccion preparada con el
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ARNSsg, la Cas9 y el rojo fenol se inyectd en aproximadamente 200 embriones, mientras que
un ndmero equivalente de embriones WT sirvi6 como control. La mortalidad en ambos
grupos fue aproximadamente la misma, lo que indicd que tanto el volumen inyectado, como el
proceso de inyeccion en si fueron 6ptimos para la correcta viabilidad de los huevos.

Figura 17. Gel de agarosa para ARNsg amplificado y purificado. Marcador de peso molecular de 100 pb.

1.3. GENOTIPADO DE LOS EMBRIONES DE LA GENERACION F0

El anélisis de las secuencias resultantes del proceso de extraccion de ADN de parte de los
embriones inyectados, PCR, clonacion bacteriana y finalmente secuenciacion, reveld la
existencia de:

- Alelos portadores de una delecion de 311 pb y una insercion de 9 pb, aunque a nivel

exonico se trata de una delecion de 53 pb.

- Alelos con una delecion de 307 pb, que suponen la pérdida de 53 pb en el exon.

- Alelos con una delecion de 293 pb y una insercién de 2 pb, con pérdida de 50 pb a

nivel exonico.

- Alelos portadores de una delecion de 1 pb y una insercion de 1 pb.

El andlisis in silico para predecir el efecto de las mutaciones a nivel proteico indicd que
para los tres primeros tipos de mutaciones se introduce un PSC en el exén 9, lo que da lugar a
la pérdida de la proteina a partir de este punto. En relacién al Gltimo tipo de mutacion,
Unicamente se produce el cambio de un aminoacido, o que no supone consecuencia negativa
alguna para la proteina. La secuencia nucleotidica WT delimitada por los cebadores utilizados
y las secuencias de los alelos mutantes, asi como la secuencia aminoacidica completa WT y
de los mutantes se muestran en la Figura 18.

a) Secuencia nucleotidica WT del ex6n 9

CGGCAGGAATTAAACACTCGTTTCCTGGCATCTCAGAGTGCTGATCGTGGGGCATCACTGGGTCCCCCTCCATACTTGCGGACTGAGT
TCCACCAGCATCAGCACCAGCATCAGCATCAGCACCAGCACACACACCAACACACACACCAGCACACCTTCACCCCTTTCCLCCACGC
CATCATGCCCACGCCTGCACCGCCCATGGTGCGTACCCCAGCCAGAAATgtgaggataagtggaagacaactctaaaaaactatatat
atatataaaatgataaacattgtgatgatggatgctatccactttatttttgacacaaagtcagtcaaaactgaatggtaactgcaaa
atgatatttattaacatatttcattatcataaacactcatttgttgcaagaagttttacagttttttgttctttttctagttttgtet
gtaggtactaaagtagtcttgtacaattaatgttaattaccgactttcatgttgagaaataaggtggatatgcctgagtagttgttta
aaaatgatgcacacatggaaatcaaatgc
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b) Secuencia con delecién de 311 pb e insercion de 9 pb
CGGCAGGAATTAAACACTCGTTTCCTGGCATCTCAGAGTGCTGATCGTGGGGCATCACTGGGTCCCCCTCCATACTTGCGGACTGAG
TTcCACCAGCATCAGCACCAGCATCAGCATCAGCACCAGCACACACACCAACACACACACCAGCACACCTTCACCCCTTTCC-
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R e ST o I A
tgtetgtaggtactasagtagtettgtacaattantgttaattacegatttccaceccctttecatgttgagaaataaggtggatat

gcctgagtagttgtttaaaaatgatgcacacatggaaatcaaatgce

c) Secuencia con delecién de 307 pb

CGGCAGGAATTAAACACTCGTTTCCTGGCATCTCAGAGTGCTGATCGTGGGGCATCACTGGGTCCCCCTCCATACTTGCGGACTGAG
TTCCACCAGCATCAGCACCAGCATCAGCATCAGCACCAGCACACACACCAACACACACACCAGCACACCTTCACCCCTTTCC-

aaac

gata
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d) Secuencia con delecion de 293 pb e insercion de 2 pb
CGGCAGGAATTAAACACTCGTTTCCTGGCATCTCAGAGTGCTGATCGTGGGGCATCACTGGGTCCCCCTCCATACTTGCGGACTGAG
TTCCACCAGCATCAGCACCAGCATCAGCATCAGCACCAGCACACACACCAACACACACACCAGCACACCTTCACCCCTTTCCECEAL
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e) Secuencia con delecion de 1 pb e insercion de 1 pb

CGGCAGGAATTAAACACTCGTTTCCTGGCATCTCAGAGTGCTGATCGTGGGGCATCACTGGGTCCCCCTCCATACTTGCGGACTGAG
TTCCACCAGCATCAGCACCAGCATCAGCATCAGCACCAGCACACACACCAACACACACACCAGCACACCTTCACCCCTTTCC-

.T_GCACCGCCCATGGTGCGTACCCCAGCCAGAAATgtgaggataagtggaagacaactctaaaaaactat
atatatatataaaatgataaacattgtgatgatggatgctatccactttatttttgacacaaagtcagtcaaaactgaatggtaact
gcaaaatgatatttattaacatatttcattatcataaacactcatttgttgcaagaagttttacagttttttgttctttttctagtt
ttgtctgtaggtactaaagtagtcttgtacaattaatgttaattaccgactttcatgttgagaaataaggtggatatgcctgagtag
ttgtttaaaaatgatgcacacatggaaatcaaatgc

f) Secuencia aminoacidica completa de individuo WT
MDGPRCSGIRKKRKSRSVRNRERISNGIRNNHVRGSVLRFSSDSEKEDGSTNPSSSSRPRPPRRKRKESSSAEEDI IDGFSIAGEMT
LEALEKDMTLKPHERRQNQAGPLRKKKPGRVANGLSLDLHKDRLNHSNHQHSDQENNPRLARTHSKKKKKKHLQKKHRPLKPGQNNC
KDSDSESVSGESKPSIRSSSRDRLTDCDSESDQEDKGSDASSEKLEFSTAAVKVPDFSVDTLSTNASQELRGLGIPKVSGLER SQEKS
QETSREISSATPPLVPTSHSKPPLPAPLHLQPPPSSRGLPLPSRPAQIQNPCPERTLRPLSPPIALPQOSQGQELSQAPPHPSQHPPE
SPSHPKPPRTPSIYHHPPSPALPAQQONPTQPVQHRPPSRCHQRPISAYSGSLTLNGLSSSRSSTPGKPPGPSPAPHLHHHQPAPTGA
SASFPLPLSANPTASHTFPPSLPSSTLPHHTNMFASPAALPPPPPLTSNTLPVPGHPAGSAYSEQDILRQELNTRFLASQSADRGAS
LGPPPYLRTEFHQHQHQHQHQHQHTHQHTHQHTFTPFPHAIMPTPAPPMVRTPARNFEKYPTKVDPFYRHSLFHSYPPAVSGIPPVI
PPTGPFGSLQGAFQPKTSNPLDVAARPGAVPHTLLQKDPRLTDPFRPVLRKPGKWCAMHVHIAWQIYHHQQKVKQQMQVDPHKLDFG
LKPEFLSRPPGPTLFGAIHHPHDLARPASLFSAAGSTHPAAAPFGHPPHHPSNFLTPAPHLEPFSRPPSFGGLASLSTAAFGGLGNP
ALASNSVFGHKDSPSAQQHFSGPHEPWNRLHRTPPSFPTPPPWLKPGESERSASVSSHERERERDRERERDLDKRDSSVNKDDKERE
PVEKRHQNHQSPLPVNPLTLLGHTRPSEPSRNHISSSEPRDKDKDKPKDRERDREHSDWKDSNTDEHKLKENHHSDKDTPVIHDGRV
SEDKPANRITASPYMRPGGMDRVNGGLTRDILEKKAEITYEKKNSEVKVKEERKEEQDGPTERSPEQRSTPQAPPPPPPAALHPPSS
MPVPMGMASMHPINSISSLERTRMVAPFMGISPIPGAERFPYPAFHWDPMRDPYRGLDIHRRDPLARELLLRNDPLHRLAAPRLYEA
ERSYRDREPHDFNRDHPHGLTLEQRREQERAHLEERERLHLLREDYEQGRLHPMHHPVLDGHLPHPGLMAPGLPSMHYPRVSPSSAV
AAAAQNGILNKTPPTASLSAPPPLIPTLGARSSSPRRTTPLGPDIRDRPPSHTHKDIEAR

g) Secuencia aminoacidica interrumpida debido a las mutaciones reflejadas en los apartados b, cy d

MDGPRCSGIRKKRKSRSVRNRERISNGIRNNHVRGSVLRFSSDSEKEDGSTNPSSSSRPRPPRRKRKESSSAEEDI IDGFSIAGEM
TLEALEKDMTLKPHERRQONQAGPLRKKKPGRVANGLSLDLHKDRLNHSNHQHSDQENNPRLARTHSKKKKKKHLQKKHRPLKPGQON
NCKDSDSESVSGESKPSIRSSSRDRLTDCDSESDQEDKGSDASSEKLFSTAAVKVPDFSVDTLSTNASQELRGLGIPKVSGLERSQ
EKSQETSREISSATPPLVPTSHSKPPLPAPLHLQPPPSSRGLPLPSRPAQIQNPCPERTLRPLSPPIALPQSQGQELSQAPPHPSQ
HPPESPSHPKPPRTPSIYHHPPSPALPAQONPTQPVOHRPPSRCHQRPISAYSGSLTLNGLSSSRSSTPGKPPGPSPAPHLHHHQP
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APTGASASFPLPLSANPTASHTFPPSLPSSTLPHHTNMFASPAALPPPPPLTSNTLPVPGHPAGSAYSEQDILRQELNTRFLASQS
ADRGASLGPPPYLRTEFHQHQHQHQHQHQHTHQHTHQHTF T PF PHATMPTPAPPMYRTPARNFEKY PTKYBPFYRHSEFHSYPRAV

Figura 18. Secuencias nucleotidicas y aminoacidicas embriones WT y mutantes de la FO. En mayuscula se
muestra la secuencia exdnica y en minuscula la intrénica. Se marcan en gris los cebadores, en verde la
region complementaria al ARNsg, en azul las inserciones y en rojo tachado las deleciones. a) Secuencia
nucleotidica WT del exén 9; b) Secuencia con delecion de 311 pb e insercion de 9 pb; c) Secuencia con
delecion de 307 pb; d) Secuencia con delecion de 293 pb e insercion de 2 pb; e) Secuencia con delecion
de 1 pb e insercion de 1 pb; f) Secuencia aminoacidica completa de individuo WT. En amarillo la secuencia
correspondiente al exon 9; g) Secuencia aminoacidica interrumpida debido a las mutaciones reflejadas en
los apartados b,c y d.

1.4. GENOTIPADO DE LOS EMBRIONES DE LA GENERACION F1

Los embriones inyectados de la FO se crecieron hasta la edad adulta, momento en el que
se cruzaron con individuos WT con el fin de obtener la generacion F1, en que los embriones
se genotiparon para determinar si las mutaciones habian afectado a la linea germinal y de ser
asi, conocer la naturaleza de las mismas. El andlisis de las secuencias resultantes del proceso
de genotipado reveld alelos portadores de una delecién de 3 pb, delecion de 5 pb, delecién de
6 pb, delecion de 7 pb y alelos con una insercién de 33 pb y un cambio de base, todas ellas
afectando a la region exdnica. Debido a la codificacion por tripletes de los aminoacidos, las
deleciones de 3 y 6 pares de bases Unicamente dieron lugar a la eliminacion de uno y dos
amino&cidos respectivamente, sin afectar a la pauta de lectura. En cuanto a las mutaciones de
5y 7 pares de bases, ambas dieron lugar a un PSC en el exdn 9, provocando la pérdida de la
proteina a partir de ese punto. En relacion a la mutacion consistente en 33 pb de insercion y
un cambio de base, ésta provocd la introduccion de 11 nuevos aminoéacidos, sin afectar al
resto de la proteina. La secuencia de los alelos mutantes delimitada por los cebadores
utilizados, asi como el resultado de los analisis in silico de los efectos a nivel de proteina se
muestran en la Figura 19. Se observé asimismo y como era de esperar, que no todos los peces
adultos portaban mutacion, o de portarla, ésta no afectaba a la linea germinal, pues en algunos
grupos de embriones de la F1 procedentes de la misma pareja no se encontrd6 mutacion
alguna.

a) Secuencia con delecion de 3 pb

CGGCAGGAATTAAACACTCGTTTCCTGGCATCTCAGAGTGCTGATCGTGGGGCATCACTGGGTCCCCCTCCATACTTGCGGACTGAGT
TCCACCAGCATCAGCACCAGCATCAGCATCAGCACCAGCACACACACCAACACACACACCAGCACACCTTCACCCCTTTCCLCCAESC
CATCATGCC—CAMGCACCGCCCATGGTGCGTACCCCAGCCAGAAATgtgaggataagtggaagacaactctaaaaaactatatat
atatataaaatgataaacattgtgatgatggatgctatccactttatttttgacacaaagtcagtcaaaactgaatggtaactgcaaa
atgatatttattaacatatttcattatcataaacactcatttgttgcaagaagttttacagttttttgttctttttctagttttgtct
gtaggtactaaagtagtcttgtacaattaatgttaattaccgactttcatgttgagaaataaggtggatatgcctgagtagttgttta
aaaatgatgcacacatggaaatcaaatgc
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b) Secuencia con delecion de 5 pb
CGGCAGGAATTAAACACTCGTTTCCTGGCATCTCAGAGTGCTGATCGTGGGGCATCACTGGGTCCCCCTCCATACTTGCGGACTGAG
TTCCACCAGCATCAGCACCAGCATCAGCATCAGCACCAGCACACACACCAACACACACACCAGCACACCTTCACCCCTTTCC-
ECCATCATECCCACEEET GCACCGCCCATGGTGCGTACCCCAGCCAGARATgt gaggataagtggaagacaactctaaaaaactata
tatatatataaaatgataaacattgtgatgatggatgctatccactttatttttgacacaaagtcagtcaaaactgaatggtaactg
caaaatgatatttattaacatatttcattatcataaacactcatttgttgcaagaagttttacagttttttgttctttttctagttt
tgtctgtaggtactaaagtagtcttgtacaattaatgttaattaccgactttcatgttgagaaataaggtggatatgecctgagtagt
tgtttaaaaatgatgcacacatggaaatcaaatgce

) Secuencia con delecion de 6 pb
CGGCAGGAATTAAACACTCGTTTCCTGGCATCTCAGAGTGCTGATCGTGGGGCATCACTGGGTCCCCCTCCATACTTGCGGACTGAG
TTCCACCAGCATCAGCACCAGCATCAGCATCAGCACCAGCACACACACCAZ—\CACACACACCAGCACACCTTCACCCCTTTCC-

GCACCGCCCATGGTGCGTACCCCAGCCAGAAATgtgaggataagtggaagacaactctaaaaaactata
tatatatataaaatgataaacattgtgatgatggatgctatccactttatttttgacacaaagtcagtcaaaactgaatggtaactg
caaaatgatatttattaacatatttcattatcataaacactcatttgttgcaagaagttttacagttttttgttctttttctagttt
tgtctgtaggtactaaagtagtcttgtacaattaatgttaattaccgactttcatgttgagaaataaggtggatatgcctgagtagt
tgtttaaaaatgatgcacacatggaaatcaaatgc

d) Secuencia con delecién de 7 pb
CGGCAGGAATTAAACACTCGTTTCCTGGCATCTCAGAGTGCTGATCGTGGGGCATCACTGGGTCCCCCTCCATACTTGCGGACTGAG
TTCCACCAGCATCAGCACCAGCATCAGCATCAGCACCAGCACACACACCAACACACACACCAGCACACCTTCACCCCTTTCG-

GCACCGCCCATGGTGCGTACCCCAGCCAGAAATgtgaggataagtggaagacaactctaaaaaactata
tatatatataaaatgataaacattgtgatgatggatgctatccactttatttttgacacaaagtcagtcaaaactgaatggtaactyg
caaaatgatatttattaacatatttcattatcataaacactcatttgttgcaagaagttttacagttttttgttctttttctagttt
tgtctgtaggtactaaagtagtcttgtacaattaatgttaattaccgactttcatgttgagaaataaggtggatatgcctgagtagt
tgtttaaaaatgatgcacacatggaaatcaaatgc

e) Secuencia con insercion de 33 bp y 1 cambio de base
CGGCAGGAATTAAACACTCGTTTCCTGGCATCTCAGAGTGCTGATCGTGGGGCATCACTGGGTCCCCCTCCATACTTGCGGACTGAG
TTCCACCAGCATCAGCACCAGCATCAGCATCAGCACCAGCACACACACCAACACACACACCAGCACACCTTCACCCCTTTCC-
BAGTGTTTAATTCCTGCCGGAGAATGTCT TGTTC B A TOATCOCCACGE0H GCACCCCCCATGGTGCGTACCCCAG
CCAGAAATgtgaggataagtggaagacaactctaaaaaactatatatatatataaaatgataaacattgtgatgatggatgctatcce
actttatttttgacacaaagtcagtcaaaactgaatggtaactgcaaaatgatatttattaacatatttcattatcataaacactca
tttgttgcaagaagttttacagttttttgttctttttctagttttgtctgtaggtactaaagtagtcttgtacaattaatgttaatt
accgactttcatgttgagaaataaggtggatatgcctgagtagttgtttaaaaatgatgcacacatggaaatcaaatge

f) Secuencia aminoacidica interrumpida debido a las mutaciones reflejadas en los apartados b y d

MDGPRCSGIRKKRKSRSVRNRERISNGIRNNHVRGSVLRFSSDSEKEDGSTNPSSSSRPRPPRRKRKESSSAEEDI IDGFSIAGEMT
LEALEKDMTLKPHERRQNQAGPLRKKKPGRVANGLSLDLHKDRLNHSNHQHSDQENNPRLARTHSKKKKKKHLQKKHRPLKPGQNNC
KDSDSESVSGESKPSIRSSSRDRLTDCDSESDQEDKGSDASSEKLFSTAAVKVPDFSVDTLSTNASQELRGLGIPKVSGLERSQEKS
QETSREISSATPPLVPTSHSKPPLPAPLHLQPPPSSRGLPLPSRPAQIQNPCPERTLRPLSPPIALPQSQGQELSQAPPHPSQHPPE
SPSHPKPPRTPSIYHHPPSPALPAQQONPTQPVQHRPPSRCHQRPISAYSGSLTLNGLSSSRSSTPGKPPGPSPAPHLHHHQPAPTGA
SASFPLPLSANPTASHTFPPSLPSSTLPHHTNMFASPAALPPPPPLTSNTLPVPGHPAGSAYSEQDILRQELNTRFLASQSADRGAS
LGPPPYLRTEFHQHQHQHQHQHQHTHQHTHQHTFTPFPHAIMPTPAPPMYRT PARNFEKYRPTKYDPFYRHSLEHSYPRAVSGTIPPYT

a) FOPKTSNPLD RP PHT
I\
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g) Secuencia aminoacidica interrumpida debido a la mutacion reflejada en el apartado e

MDGPRCSGIRKKRKSRSVRNRERISNGIRNNHVRGSVLRFSSDSEKEDGSTNPSSSSRPRPPRRKRKESSSAEEDI IDGFSIAGFMT
LEALEKDMTLKPHERRQNQAGPLRKKKPGRVANGLSLDLHKDRLNHSNHQHSDQENNPRLARTHSKKKKKKHLOKKHRPLKPGQONNC
KDSDSESVSGESKPSIRSSSRDRLTDCDSESDQEDKGSDASSEKLFSTAAVKVPDFSVDTLSTNASQELRGLGIPKVSGLERSQEKS
QETSREISSATPPLVPTSHSKPPLPAPLHLQPPPSSRGLPLPSRPAQIQNPCPERTLRPLSPPIALPQSQGQELSQAPPHPSQHPPE
SPSHPKPPRTPSIYHHPPSPALPAQQNPTQPVQHRPPSRCHQRPISAYSGSLTLNGLSSSRSSTPGKPPGPSPAPHLHHHQPAPTGA
SASFPLPLSANPTASHTFPPSLPSSTLPHHTNMFASPAALPPPPPLTSNTLPVPGHPAGSAYSEQDILRQELNTRFLASQSADRGAS
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LGPPPYLRTEFHQHQHQHQHQHQHTHOHTHOHTFTPFPHACLIPAGECLVLIMPTPAPPMVRTPARNFEKYPTKVDPFYRHSLFHS
YPPAVSGIPPVIPPTGPFGSLQGAFQPKTSNPLDVAARPGAVPHTLLOKDPRLTDPFRPVLRKPGKWCAMHVHIAWQIYHHQQKVKQ
OMOVDPHKLDFGLKPEFLSRPPGPTLFGAIHHPHDLARPASLFSAAGSTHPAAAPFGHPPHHPSNFLTPAPHLEPFSRPPSFGGLAS
LSTAAFGGLGNPALASNSVFGHKDSPSAQQHFSGPHEPWNRLHRTPPSFPTPPPWLKPGESERSASVSSHERERERDRERERDLDKR
DSSVNKDDKEREPVEKRHONHQSPLPVNPLTLLGHTRPSEPSRNHISSSEPRDKDKDKPKDRERDREHSDWKDSNTDEHKLKENHHS
DKDTPVIHDGRVSEDKPANRITASPYMRPGGMDRVNGGLTRDILEKKAEITYEKKNSEVKVKEERKEEQDGPTERSPEQRSTPQAPP
PPPPAALHPPSSMPVPMGMASMHPINSISSLERTRMVAPFMGISPIPGAERFPYPAFHWDPMRDPYRGLDIHRRDPLARELLLRNDP
LHRLAAPRLYEAERSYRDREPHDFNRDHPHGLTLEQRREQERAHLEERERLHLLREDYEQGRLHPMHHPVLDGHLPHPGLMAPGLPS
MHYPRVSPSSAVAAAAQNGILNKTPPTASLSAPPPLIPTLGARSSSPRRTTPLGPDIRDRPPSHTHKDIEAR

Figura 19. Secuencias nucleotidicas y aminoacidicas de mutantes de la F1. En mayuscula se muestra la
secuencia exoénica y en minuscula la intrénica. Se marcan en gris los cebadores, en verde la region
complementaria al ARNsg, en azul las inserciones y en rojo tachado las deleciones. a) Secuencia con
delecién de 3 pb; b) Secuencia con delecion de 5 pb; c) Secuencia con delecién de 6 pb; d) Secuencia con
delecion de 7 pb; e) Secuencia con insercion de 33 pb y un cambio de base; f) Secuencia aminoacidica
interrumpida debido a las mutaciones reflejadas en los apartados b y d. En amarillo la secuencia
correspondiente al exon 9; g) Secuencia aminoacidica interrumpida debido a la mutacion reflejada en el
apartado e.

1.5. GENOTIPADO DE LOS ADULTOSDE LAF1
1.5.1. Anadlisis de heteroduplex en gel de poliacrilamida

Los embriones de la F1 se crecieron y en la edad adulta, tras la extraccion de ADN de
aleta, PCR vy electroforesis en gel de agarosa, se realizo el analisis de heterodiplex (Figura
20), lo que permitio reducir el nimero de muestras para analizar posteriormente. Asi, de un
total de 35 individuos de la generacion F1, en 21 de ellos se encontraron heterodiplex. Los
restantes 14 fueron descartados.

[

g

Figura 20. Ejemplo de andlisis de heterodiplex mediante gel de
poliacrilamida para 9 de los adultos de la F1. El asterisco (*) marca
individuos con presencia de heteroduplex. Marcador de peso molecular de
100 pb.

1.5.2. Clonacion bacteriana
Se realizo la clonacion bacteriana para los 21 individuos adultos y asi determinar el
tipo exacto de mutacion y asi establecer cruces dirigidos. Los genotipos que se encontraron
fueron los siguientes:
- 3individuos heterocigotos para la delecion de 3 pb
- 7 individuos heterocigotos para la delecién de 5 pb
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- 2 individuos heterocigotos para la delecion de 6 pb
- 3individuos heterocigotos para la delecion de 7 pb
- 6 individuos heterocigotos para la insercion de 33 pb y un cambio de base

1.6. OBTENCION Y GENOTIPADO DE LA F2
1.6.1. Establecimiento de cruces

En vista de los genotipos de los adultos y de las consecuencias previstas para cada una
de las mutaciones se decidié descartar a los individuos portadores de las mutaciones por
delecion de 3y 6 pb. Asimismo, los 3 individuos portadores de la mutacion por delecion de 7
pares de bases resultaron ser hembras, por lo que el establecimiento de cruces entre individuos
resulté imposible. Los 6 individuos portadores de la mutacion por insercion de 33 pb y un
cambio de base se mantuvieron en el sistema con vistas a realizar exdmenes de expresion
proteica en un futuro, ya que la insercion no garantizaba la expresion de un ARNm o proteina
aberrantes. Por ello, se establecieron cruces entre hembras y machos F1 portadores de la
mutacion por delecion de 5 pb.

1.6.2. Genotipado de los embriones de la F2
1.6.2.1. Cribado de los individuos heterocigotos en gel de agarosa

La diferencia de 5 pb entre el alelo WT vy el alelo mutante resultd ser suficiente
como distinguir ambos alelos en un gel de agarosa concentrado, corrido a bajo voltaje. Asi, de
las puestas obtenidas, aproximadamente el 50% de los individuos pudieron ser genotipados
mediante esta metodologia. Un ejemplo de gel de agarosa para 14 embriones de la F2 se
muestra en la Figura 21.

Figura 21. Gel de agarosa para el cribado de individuos heterocigotos de la generacién F2.
Los asteriscos muestran los individuos en los que el genotipo no se puede distinguir. C+,
control positivo; C-, control negativo. Marcador de peso molecular de 100 pb.

1.6.2.2.  Analisis de fragmentos

En las ocasiones en que el nimero de individuos a analizar alcanzé un numero
cercano a 96, el genotipado se pudo realizar mediante analisis de fragmentos. Se comprobd la
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exactitud con la que el programa calcula el tamafio de los fragmentos tanto WT como
mutantes. De esta forma, los individuos WT presentaron un Unico pico a 216 pb en el
electroferograma, indicando que ambos alelos eran de igual tamafio; los individuos
heterocigotos presentaron un pico a 211 pb y otro a 216, lo que se corresponde con la
diferencia de 5 pb entre el alelo WT y el mutante; y los mutantes homocigotos presentaron
Unicamente un pico a 211 pb, indicando un tamafio equivalente en ambos alelos y
correspondiéndose con la delecion de 5 pb.

Asi, esta metodologia no solo permitié un genotipado rapido de individuos con
mutaciones previamente caracterizadas, sino también desarrollar una nueva estrategia para el
genotipado de parte de embriones o adultos de la F1 sin necesidad de clonacion bacteriana.
Esto es, en individuos en que el anélisis por fragmentos reveld un alelo mutante con una
diferencia lo suficientemente grande con respecto al alelo WT como para fisicamente dichos
alelos mediante gel de agarosa, éstos se pudieron recortar, purificar y enviar directamente a
secuenciar. Un ejemplo de los resultados en forma de electroferograma que ofrece el software
para el andlisis de fragmentos se muestra en la Figura 22.

a)
190 210 230
216
b)
190 X 210 X 230
21 216
)

190 210 230

21

Figura 22. Electroferogramas generados por el software del analisis de fragmentos para el genotipado: a)
Individuo con dos alelos WT; b) Individuo con un alelo WT y un alelo mutante (heterocigoto); c) Individuo
con dos alelos mutantes (homocigoto mutante).
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1.6.2.3. Mezcla de ADN de homocigotos problema con ADN de homocigotos
WT

Para aquellos individuos homocigotos WT o mutantes en que la deteccion del
genotipo no fue posible mediante gel de agarosa y el numero no era suficiente para realizar
analisis de fragmentos se desarrolld esta estrategia, sencilla y rapida. En la Figura 23a se
muestra la validez de la metodologia, de forma que para los individuos homocigotos para la
mutacién se observan dos bandas en el gel, cuando inicialmente se observa una Unica banda,
mientras que para los individuos WT se contina observando Unicamente una banda y para los
individuos heterocigotos se conservan ambas bandas. En la Figura 23b, se muestra el
resultado de la mezcla de ADN WT con el ADN problema de los 4 individuos pendientes de
genotipado descritos en el apartado 1.6.2.1.

a) b)
ot 5 (G q s 4
+/+ +/- ST e

/- +/+

N

e

Figura 23. Geles de agarosa para la distincion de individuos homocigotos mutantes o WT. a) Ejemplo de la
validez de la metodologia; b) Genotipado de 4 individuos problema. C+/+, control WT; C+/-, control
heterocigoto; C-/-, control homocigoto. Marcador de peso molecular de 100 pb

2. VALIDACION DE LA EFICIENCIA DEL KNOCK-OUT DE AUTS2A
2.1. CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DE AUTS2A POR QPCR

Como se muestra en la Figura 24, la comprobacion en gel de agarosa de los cebadores de
auts2a, actb2 y eeflal muestra una correcta amplificacion, pues se observa una Unica banda a
la altura esperada y ausencia de banda en los controles negativos.

Los andlisis de qPCR para auts2a en los individuos homocigotos revelaron una
disminucion significativa en los niveles de expresion de dicho gen cuando se relativizan a la
expresion de ambos genes normalizadores, aproximadamente en la misma medida, como se
muestra en la Figura 25. En relacion a los heterocigotos, se encontré un aumento significativo
de la expresion de auts2a, lo que probablemente se debe a un mecanismo de adaptacion
transcripcional del alelo WT mediada por la degradacion el ARNm derivado del alelo
mutante. Por este motivo, el estudio de los mutantes para auts2a se continud Gnicamente con
los individuos homocigotos. Estos resultados apuntan a la potencial degradacion del ARNm
mutante por el NSMD y por ende, a la reduccion en los niveles de proteina Auts2a.

133



ALBA PENSADO LOPEZ

En relacion con el gen normalizador, se decidio continuar los analisis con actb2 debido
principalmente a que es el mas comdnmente utilizado en estudios con pez cebra.

a) b)

CicineCi-
C- auts2a actb2 eefial actb2 eefiat

-

-
Figura 24. Comprobacion de la amplificacion de los cebadores en gel de agarosa. a) Analisis para auts2a; b)
Analisis para actb2 y eef1a1. C-, control negativo. Marcador de peso molecular de 100 pb.
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Figura 25. Validacion del knock-out mediante la evaluacion de la expresiéon de
auts2a en individuos heterocigotos y homocigotos con respecto a individuos WT,
utilizando como normalizadores los genes actb2 y eef1ai. El asterisco (*) indica
significacion estadistica (p<0,05).

Para incrementar la fiabilidad de los cebadores de actb2 y auts2a a la hora de validar el
knock-out se desarrollaron las rectas de calibrado. El rango de valores aceptados en relacion
coeficiente de regresion lineal (R?) se establecié entre 0,98 y 1y el porcentaje de eficiencia
entre el 90% (m=-3,58) y 110% (m= -3,1), siendo ideal un valor del 100% (m= -3,2), ya que
valores por debajo del 90% suelen indicar principalmente un mal disefio de los cebadores y
valores por encima de 110% apuntan a inhibicion de la polimerasa o errores de pipeteo. En la
Figura 26 se pueden observar las rectas de calibrado generadas al contrastar los valores de las
Cts obtenidas y el logaritmo en base 10 de la cantidad de ARN de las muestras. Asimismo, se
refleja la ecuacion de regresion lineal para ambos cebadores, asi como el R?, siendo 0,9907
para actb2 y 0,9957 para auts2a, por lo que ambos valores entran dentro del rango
establecido.
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Figura 26. Rectas de calibrado de los cebadores. a) y b), rectas para actb2 y auts2a, respectivamente,
obtenidas enfrentando los valores de las Cts con el logaritmo de la cantidad de ARN en las muestras; c),
ecuacion de regresion lineal, valo R?, eficiencia y % de eficiencia para los cebadores.

2.2. HIBRIDACION IN SITU PARA EL GEN AUTS2A

La amplificacion con los cebadores para la HIS de auts2a sin y con la secuencia de
reconocimiento de la enzima T7 comprobada mediante gel de agarosa mostré una Unica banda
a las alturas esperadas (Figura 27a). Asimismo, la banda esperada se obtuvo tras transcribir el
producto de amplificacion o sonda (Figura 27b) y tras su purificacion (Figura 27¢).

a) b) c

~—

e

Figura 27. Comprobacion de la amplificacion de los cebadores en gel
de agarosa. a) Anadlisis para los cebadores de auts2a sin y con
secuencia de reconocimiento de T7; b) Analisis del producto de
transcripcién o sonda; c) Analisis de la sonda tras la purificacion.
Marcador de peso molecular de 100 pb.
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La HIS para determinar las regiones anatémicas en donde se expresa el gen auts2a reveld
que a las 24 hpf, la expresion se encuentra en el cerebro, abarcando el cerebro anterior, medio
y posterior, asi como en el tronco y en el 0jo, aunque mas ligeramente (Figura 28ay a’). A las
48 hpf la expresion se restringe al cerebro, principalmente al anterior y posterior, y también
parece aumentar en la retina (Figura 28c y c¢’). En los individuos homocigotos para auts2a a
las 24 hpf se observa una disminucion drastica de la expresion tanto en el ojo, como en el
tronco y el cerebro, aunque dicha disminucidn no es tan acuciada en la region correspondiente
al cerebro anterior (Figura 28b y b"), mientras que a las 48 hpf se observa una reduccion
significativa de la expresion en todas las regiones anatémicas (Figura 28d y d°). Estos
resultados proporcionan una reconfirmacion de los resultados trasncriptdmicos obtenidos
mediante qPCR.

a) 500 pm
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Figura 28. Validacion del knock-out mediante HIS para el gen auts2a. a'y a’) Embrion
WT de 24 hpf; by b") Embrién homocigoto mutante de 24 hpf; c y ¢’) Embrion WT de
48 hpf; d y d’) Embrion homocigoto mutante de 48 hpf. Las flechas indican las
regiones anatoémicas en que se expresa auts2a. Ca, cerebro anterior; Cm, cerebro
medio; Cp, cerebro posterior; Tr, tronco; Rt, retina.
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2.3. WESTERN BLOT

Como se muestra en la Figura 29, en el andlisis proteico a través de Western Blot se
encontro sefial positiva (banda) en los 3 individuos WT vy los 3 individuos homocigotos para
la proteina normalizadora Actb2. Por el contrario y como era de esperar, al analizar Auts2a se
observa banda de proteina en los 3 individuos mientras que ésta esta ausente en los individuos
homocigotos mutantes. Este resultado terminar por validar la eficiencia del knock-out de
auts2a en el pez cebra, ya que confirma que la mutacion afecta, en ultima instancia, a la
produccién de la proteina.

WT -/-

e oy % S

Actb2 F - v '— 42 kDa

Figura 29. Validacion del knock-out mediante Western Blot.
Expresion de la proteina normalizadora Actb2 y Auts2a en
individuos WT y homocigotos mutantes. Se observa banda para
Actb2 en todos los individuos, mientras que solo se observa en los
individuos WT para Auts2a.

3. CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LOS MUTANTES DE AUTS2A
3.1. CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LOS EMBRIONES
3.1.1. Anélisis morfoldgico

Los embriones homocigotos mutantes asi como los WT fueron fotografiados a las 48
hpf, tras lo que se tomaron medidas del didmetro de la cabeza, diametro del ojo, longitud total
del cuerpo y longitud de la aleta caudal, tal y como se muestra en la Figura 30. En la Figura
30 se pueden observar también fotografias de un embrion WT y de un embrién homocigoto
con rasgos fenotipicos caracteristicos de los individuos portadores de la mutacion.
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Figura 30. Analisis morfoloégico de los embriones y fotografias de un individuo WT y un
homocigoto mutante. a, diametro de la cabeza; b, diametro del ojo; c, longitud total del
cuerpo; d, longitud de la aleta caudal. Escala a 500 pm.

El andlisis estadistico realizado en base a los datos obtenidos tras las mediciones revel6
que existen diferencias estadisticamente significativas en relacion al didmetro de la cabeza,
indicando microcefalia, y a la longitud del cuerpo, tanto con aleta aleta caudal como sin aleta,
entre los individuos WT y los homocigotos mutantes, siendo menor el valor en ambos casos
para estos ultimos individuos. Para la longitud de la aleta caudal no existen diferencias
significativas, lo que indica que la diferencia en la longitud del cuerpo se debe al propio
cuerpo, y no a una diferencia de tamafio de la aleta. Asimismo, no se encontraron diferencias
significativas en relacion al diametro del ojo. Las graficas en que se ilustran los resultados de
las mediciones, asi como los datos relativos a la media, desviacion estandar y valor de p para
los parametros se muestran en la Figura 31.

Diametro Cabeza y Ojo (um)

450 -
* Diametro Desviacion
400 1 BWT Cabeza et Tipica T
350 o -/~ WT 370,583729 39,4923457 0,000
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250 -
ra . . Desviacién
200 Diametro Ojo Media (pm) Tipica Valor p
150 - WT 227,809915 21,5095291 0,930
-f- 230,113125 18,9624517
100 -
DC DO
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Figura 31. Analisis fenotipico de embriones WT y homocigotos para el diametro de la cabeza y diametro
del ojo, longitud del cuerpo con y sin aleta, y longitud de la aleta. Se muestran las graficas y los valores de
la media, desviacion tipica y valor de p para todas las medidas. DC, diametro de la cabeza; DO, diametro
del ojo; LC, longitud del cuerpo; LS/A, longitud del cuerpo sin aleta. El asterisco (*) indica significacion
estadistica (p<0,05).

En cuanto a la ratio cabeza/ cuerpo se encontraron diferencias significativas, siendo el
valor para los homocigotos menor que para los individuos WT. Esto indica que en los WT la
cabeza es mas grande que en los homocigotos con respecto a la longitud del cuerpo. Para la
ratio ojo/ cabeza los resultados se invierten, de forma que los valores para los homocigotos
mutantes son significativamente mayores que para los WT, lo que indica que, o el ojo de los
de los homocigotos es méas grande con respecto a la cabeza que el de los WT, o bien que la
cabeza de los homocigotos es méas pequefia con respecto al ojo que la cabeza de los WT. Al
no encontrarse diferencias significativas en el didmetro del ojo entre los homocigotos y los
WT, y teniendo en cuenta la ratio anterior, asumimos que el didmetro de la cabeza es menor
en los homocigotos que en los WT. Estos resultados apuntan a la disminucion del tamafio de
la cabeza de los mutantes, es decir, a microcefalia, un rasgo comunmente observado en
individuos afectados por TEA. Las graficas en que se ilustran los resultados de las
mediciones, asi como los datos relativos a la media, desviacion estandar y valor de p para los
parametros se muestran en la Figura 32.
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Figura 32. Analisis fenotipico de embriones WT y homocigotos para la ratio cabeza/ cuerpo y ojo/ cabeza.
Se muestran las graficas y los valores de la media, desviacion tipica y valor de p para todas las medidas. El
asterisco (*) indica significacién estadistica (p<0,05).

3.1.2. Tincién de cartilago

La caracterizacion morfoldgica de la region mandibular de los embriones de 5 dpf
mediante la tincion con azul alcian sugiere anormalidades en la misma, ya que el analisis de
las medidas tomadas de la longitud del palatocuadrado, asi como del &ngulo ceratohial revel6
diferencias significativas en el tamafio de ambas estructuras anatémicas (Figura 33).
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Figura 33. Analisis de las estructuras cartilaginosas y dimension de la cabeza de embriones de 5 dpf
mediante azul alcian. ch, angulo ceratohial; pc, palatocuadrado; L, longitud de la cabeza; d, diametro de
la cabeza. El asterisco (*) indica significacién estadistica (p<0,05).

Estos resultados apuntan a una reduccién del tamafio de las estructuras mandibulares, es
decir, micrognatia, que al igual que la retrognatia y la boca estrecha, son rasgos comunes de
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pacientes de TEA. Asimismo, se utilizaron las imagenes de la region cefélica de los
embriones para tomar medidas de la longitud y didmetro de la cabeza. El anélisis estadistico
mostr6 que los individuos homocigotos presentan una disminucion significativa en las
medidas de ambos pardmetros, lo que de nuevo indica microcefalia (Figura 33).

3.1.3. Determinacién de apoptosis
3.1.3.1. Naranja de acridina

Para determinar si las anormalidades morfoldgicas observadas en la region
cefalica de los embriones se deben a un incremento en la apoptosis, se realizé una tincion con
naranja de acridina. A pesar de haber relativa variabilidad en los resultados obtenidos, se
observa una clara tendencia al incremento de la apoptosis en la region del cerebro anterior o
telencéfalo, como se puede observar en la Figura 34. En ambos grupos de individuos se
encuentran poblaciones equivalentes de células apoptéticas en la region posterior del cuerpo.

Figura 34. Evaluacion de la apoptosis en embriones WT y homocigotos mutantes de 24 hpf mediante
tincion con naranja de acridina. a) Individuo WT, campo claro; b) Individuo WT, fluorescencia; c) Individuo
WT, imagenes superpuestas; d) Individuo homocigoto, campo claro; b) Individuo homocigoto,
fluorescencia; c) Individuo homocigoto, imagenes superpuestas.

3.1.3.2.  Anadlisis de la expresion de p53

Como se muestra en la Figura 35a, la comprobacion en gel de agarosa muestra
una correcta amplificacion, pues se observa una unica banda a la altura esperada. En relacion
a la curva de calibrado (Figura 35b), la ecuacion de regresion lineal (y = -3,3286x + 30,784)
da lugar a unos valores para R® y eficiencia dentro del rango de valores aceptados, siendo
0,9993 y 99,723%, respectivamente. El analisis de los datos obtenidos en la gPCR evidencian
un incremento significativo de la expresion de p53 en la regién cefélica de los individuos

141



ALBA PENSADO LOPEZ

homocigotos mutantes (Figura 35c), lo que se corresponde con lo observado con la tincién de
naranja de acridina.
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Figura 35. Andlisis de p53. a) Gel de agarosa para p53. Marcador de peso molecular de 100 pb; b) recta de
calibrado para p53; c) Comparacion de la expresion de p53 en individuos WT y homocigotos mutantes. C-,
control negativo. El asterisco (*) indica significacion estadistica (p<0,05).

3.1.4. Hibridacién in situ de pax2a, emx1 y aldoca

La amplificacion con los cebadores para la HIS de pax2a, emx1 y aldoca sin y con la
secuencia de reconocimiento de la enzima T7 comprobada mediante gel de agarosa mostro
una Unica banda a las alturas esperadas (Figura 36a- c). Asimismo, la banda esperada se
obtuvo tras la trasncripcion y purificacion de las sondas (Figura 36d- f).

a) b) c) d) e f)
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Figura 36. Comprobaciéon de la amplificacion de los cebadores en gel de
agarosa. a-c) Analisis para los cebadores de pax2a, emx1 y aldoca,
respectivamente, sin y con secuencia de reconocimiento de T7; d-f) Analisis
de las sondas de pax2a, emx1 y aldoca tras la purificacion. Marcador de
peso molecular de 100 pb.

La falta de individuos homocigotos mutantes impidi6 llevar a cabo los analisis de HIS
para todas las sondas transcritas, asi que se priorizd la sonda para el gen aldoca. Asi, y tal y
como se muestra en la Figura 37a 'y a’, se encontr6 que a las 120 hpf el gen se expresa en los
individuos WT principalmente en la retina y en el cerebro posterior, en la region que se
corresponde al cerebelo, aunque la expresion se extiende, aunque mas ligeramente, hacia el
cerebro medio y anterior. Por el contrario, en los individuos homocigotos mutantes la
expresion se pierde practicamente en la regiones cerebrales, y disminuye significativamente
en la retina (Figura 37b y b"). Siendo aldoca un gen que se expresa de forma preferente en las
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neuronas del cerebelo, estos resultados indican una reduccidon en el nimero de células
neuronales del cerebelo en los individuos homocigotos.

a)

Rt

Ny

Cp-Cb

500 um

120 hpf

b)

Figura 37. HIS para el gen aldoca. ay a’) Embrién WT de 120 hpf; b y b") Embrion homocigoto
mutante de 120 hpf. Las flechas indican las regiones anatémicas en que se expresa aldoca.

Cp, cerebro posterior; Cb, cerebelo; Rt, retina.

3.2. CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LOS INDIVIDUOS ADULTOS

3.2.1. Longitud y peso de los adultos

El andlisis estadistico realizado en base a los datos obtenidos tras las medidas de la
longitud del cuerpo y el peso de los adultos WT y homocigotos mutantes revel6 que existen
diferencias estadisticamente significativas en relacion a ambos parametros, siendo menor el
valor para los homocigotos (Figura 38). Estos resultados pueden asociarse a la observacion de
una menor ingesta de comida por parte de los adultos homicigotos mutantes, en comparacion
con los WT, lo que a su vez puede relacionarse con los trastornos gastrointestinales —malestar
o dismotilidad intestinal— tipicamente comarbidos de los individuos afectados por TEA.
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Figura 38. Comparacion entre la longitud y el peso de los
individuos adultos WT y homocigotos mutantes. El asterisco (*)
indica significacion estadistica (p<0,05).
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4. ANALISIS DE LOCOMOCION DE LOS EMBRIONES MUTANTES DE AUTS2A

El rastreo automatizado de los movimientos de los peces permitié determinar la distancia
recorrida de cada pez medida en pixeles por minuto. Los andlisis revelaron que tanto en
condiciones de luz como de oscuridad, la distancia recorrida de los individuos homocigotos es
significativamente menor que en los individuos WT (Figura 39a). Asimismo, se observé que
en ambos casos, la locomocién es mayor en condiciones de oscuridad (Figura 39b), lo que
probablemente se debe a un incremento en la ansiedad por el cambio de estimulo. Estos
resultados muestran que, en términos generales, los homocigotos mutantes presentan una
locomocion disminuida.
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Figura 39. Analisis de la locomocion de larvas mutantes de 7 dpf. a) Distancia recorrida expresada en
pixeles/minuto para cada uno de los 6 periodos intermitentes de luz-oscuridad en individuos WT y
homocigotos. b) Computo total de la distancia recorrida expresada en pixeles/minuto en luz y oscuridad en
individuos WT y homocigotos. El asterisco (*) indica significacion estadistica (p<0,05).
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5. ANALISIS TRANSCRIPTOMICO DE LOS MUTANTES DE AUTS2A

5.1. VALIDACION DE LOS CEBADORES DE QPCR

La comprobacion de la amplificacion mediante gel de agarosa para los cebadores de
gPCR reveld una especificidad correcta de todos ellos al presentarse, como se muestra en la
Figura 40, una Unica banda a la altura esperada.

a)

Figura 40. Comprobacién de la amplificacion de los cebadores en gel de agarosa. a) vglut2.2,
isl1, nes, rac1b, elavl3, fosab, neurod1, rybpa; b) fat2, ptfia, gad1a, grid2; c) sema5a,
mecp2, gfap, dcaf7, emx1, upf1, zmat3, sox2, satb2, ck2b, olig2; d) smg1, pcgf5b, c-myc,
rereb, tbr1b, gtf2ird1.

En relacién con las rectas de calibrado, en la Tabla 10 se muestran los datos relativos a
las mismas— ecuacion de regresion lineal, R?, eficiencia y % de eficiencia— para cada una de
las parejas de cebadores a analizar.

Ecuacion de
regresion lineal

Coeficiente de
regresion (R?)

Eficiencia

Tabla 10. Datos relativos a las rectas de calibrado de los cebadores de gqPCR

% de eficiencia

y = -3,2876x +

tbrib 2o 8et 0,9987 2,014527764 101,4527764
satb2 y = -3,2339x + 29,51 0,9990 2,038093747 103,8093747
ractb y= _2%,2822367)( * 0,9991 2,016204218 101,6204218
gtf2ird y= '2?;’23%776" * 0,9998 2,010253603 101,0253603
mecp2 y= ‘3%;1%3" * 0,9717 2,000679879 100,0679879
semasa y= ‘2:;”287_&4" * 0,999 2,021962022 102,1962022
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y =-3,2931x +

zmat3 23 0,9999 2,01217264 101,217264
y =-3,3452x +
ck2b ot 0,9932 1,990379035 99,03790353
deaf7 y = -3,2605x + 28,46 0,9990 2,026289184 102,6289184
pcefsb y= '3%’2651%5X * 0,9911 2,030696301 103,0696301
rybpa y= '238’28%241’( ¥ 0,9958 2,025587437 102,5587437
smgf y = -3,297x + 29,79 0,9985 2,010509066 101,0509066
y =-3,4316x +
upf1 0069 0,9772 1,956181985 95,61819855
ptfia y= 332 3619%” * 0,9945 2,002773462 100,2773462
y =-3,3136x +
fat2 70 960 0,9967 1,999719679 99,97196795
rereb y= 2392;)65721’( ¥ 0,9958 2,023400469 102,3400469
gadla y= '237’2333036’( ¥ 0,9954 2,039576613 103,9576613
grid2 y= 533’267507“ ¥ 0,9968 2,021962022 102,1962022
velut2.2 y= 33115225” ¥ 0,9961 2,029944502 102,9944502
emx1 y= ;31’2&5;4)‘ ¥ 0,9998 2,015472795 101,5472795
ofap y= '238’2961528’( ¥ 0,9997 2,02265896 102,2658960
nes y= 33;) 3015013’( ¥ 0,9970 2,004875571 100,4875571
olig2 y= '33;’3626659’( * 0,9993 1,998054024 99,80540238
y =-3,2937x +
sox2 iyl 0,9996 2,011916359 101,1916359
: y =-3,3635x +
c-myc 5 0,9986 1,982938981 98,29389814
elavi3 y = -3,2306x + 26,24 0,9976 2,039576613 103,9576613
ist1 y= '23;3133139’( * 0,9978 1,995855318 99,58553177
y =-3,2954x +
neurod1 2300 0,9996 2,011148273 101,1148273
fosab y= '333’3852198" ¥ 0,9707 1,987683153 98,76831528

5.2. EXPRESION DIFERENCIAL ENTRE

MUTANTES

5.2.1. Genes reguladores y regulados por AUTS2

El analisis de la expresion de tbrlb revel6 un incremento significativo de la misma en
los individuos homocigotos mutantes, en comparacién con los individuos WT (Figura 41), lo
que concuerda con su funcion de activador transcripcional de auts2a y, sorprendentemente,
sugiere que en los mutantes puede haber una aceleracion en el proceso de diferenciacion
durante el desarrollo embrionario, asi como una formacion de sinapsis glutamatérgicas
inapropiadas, comunmente alteradas en pacientes de TEA. En relacion a sath2 no se
encuentran diferencias estadisticamente significativas al comparar ambos grupos de
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individuos (Figura 41). Al tratarse de un regulador positivo de tbrlb, y estando éste ultimo tan
sobreexpresado en los mutantes, los resultados parecen coherentes.

En cuanto a raclb, su expresion se encuentra significativamente reducida en los
individuos mutantes (Figura 41), observacion en consonancia con lo esperado, pues Auts2a
actia como regulador positivo de dicho gen. Este resultado, ademas de reafirmar la eficacia
del knock-out, sugiere que en los mutantes no se esta produciendo una remodelacion correcta
del citoesqueleto y por ende, una migracion neuronal y proyeccion axonal normal.
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Figura 41. Expresion relativa de los genes tbr1b, satb2 y rac1b
en individuos homocigotos mutantes de auts2a. El asterisco (*)
indica significacion estadistica (p<0,05).

5.2.2. Genes implicados en enfermedades del neurodesarrollo

El andlisis de la expresion de diversos genes relacionados con enfermedades del
neurodesarrollo reveld, en primer lugar, que la expresion del mecp2 se encuentra
significativamente reducida en los individuos mutantes (Figura 42). Este resultado es
coherente con su papel de represor transcripcional de auts2a y con la observacién recurrente
de niveles disminuidos de MECP2 en individuos con TEA que se relaciona, a su vez, con
anormalidades en el desarrollo de dentritas, axones y aumento de células gliales, pudiendo
dicho aumento dar lugar a procesos de excitotoxicidad, posteriormente descritos.

En cuanto a semaba, la expresion se encuentra significativamente aumentada en los
homocigotos (Figura 42) y se conoce que su desregulacion provoca anormalidades en la
cantidad de las proyecciones axonales. Que la expresion de zmat3 se encuentre elevada en los
individuos mutantes (Figura 42) reafirma la hipétesis de que dicho gen interviene en la
regulacién de la expresion de auts2a.

Finalmente, con respecto a gtf2irdl los resultados obtenidos deberan ser estudiados en
profundidad. En los andlisis se encuentra un aumento significativo en la expresion del mismo
(Figura 42), aungue en un principio se esperaria lo contrario, ya que mutaciones en dicho gen
provocan un aumento significativo de los niveles de serotonina y sus metabolitos en sangre,
caracteristico en pacientes de TEA, que a su vez dan lugar a signos y sintomas tipicos
relacionados con la agresividad, ansiedad, miedo y sociabilidad®*.
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Figura 42. Expresion relativa de los genes gtf2ird1, mecp2, sema5a y zmat3 en
individuos homocigotos mutantes de auts2a. El asterisco (*) indica significacion
estadistica (p<0,05).

5.2.3. Genes implicados en el PRC1

En términos generales, se encontré que todos los componentes del PRC1 analizados
presentan desregulacion de su expresién en homicigotos mutantes (Figura 43). En conjunto,
se sabe que el complejo PRC1-AUTS?2 tiene una funcidn critica en la diferenciacién neuronal
correcta, por lo que no es de extrafiar que la alteracion en la expresion de sus componentes de
lugar a una diferenciacion anormal, pudiendo explicar parte de la fisiopatologia de los TEA.
En primer lugar, se encuentra una elevacion significativa del gen dcaf7 (Figura 43), lo que
sugiere una diferenciacion neuronal anormal, probablemente prematura, de forma semejante a
lo que indican otros genes analizados en otros apartados.

La expresion de ck2b y rybpa, que tienen un rol fundamental en la diferenciacion de
oligodendrocitos, se encuentra elevada en los mutantes de auts2a (Figura 43), resultado que
se corresponde con el incremento de dichas células en pacientes de TEA. Finalmente, la
expresion de pcgfbb se encuentra significativamente disminuida en los individuos
homocigotos mutantes (Figura 43), lo que debera ser investigado, pues su patron de expresion
es opuesto a lo esperado y a lo observado para el resto de componentes del PRCL.

2,5 -

1,5 - mWT
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ck2b dcaf7 pcgf5b rybpa

Figura 43. Expresion relativa de los genes ck2b, dcaf7, pcgf5b y rybpa en
individuos homocigotos mutantes de auts2a. El asterisco (*) indica
significacion estadistica (p<0,05).
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5.2.4. Genes implicados en el NSMD

Los resultados del andlisis para upfl y smgl, dos componentes fundamentales del
complejo NSMD, muestran un aumento significativo de su expresion en los individuos
mutantes (Figura 44), confirmando asi la intervencion del NSMD y reafirmando la validez de
los resultados observados por gPCR, en que la expresion de auts2a se encontraba muy
significativamente reducida en los individuos homocigotos.

2,5 -

1,5

a-/-

Expresion relativa

0,5 -

»

smg1 upft

Figura 44. Expresion relativa de los genes upf1 y smg1 en
individuos homocigotos mutantes de auts2a. El asterisco (*)
indica significacion estadistica (p<0,05).

5.2.5. Genes marcadores de tipos celulares cerebelares

Como se muestra en la Figura 45, el estudio de ptfla, fat2 y rereb, marcadores de
células de Purkinje, células granulares y de diferenciacién y maduracion de las mismas,
respectivamente, revelé una reduccion significativa en los niveles de expresion de dichos
genes. Estos resultados concuerdan, por un lado, con lo observado en la HIS para el gen
aldoca, y por otro lado, con las observaciones en individuos con TEA, en los que es
caracteristica la disminucion significativa en el tamafio y nimero de las células del cerebelo,

principalmente células de Purkinje y células granulares**®.
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Figura 45. Expresion relativa de los genes ptfia, fat2 y rereb en
individuos homocigotos mutantes de auts2a. El asterisco (*) indica
significacion estadistica (p<0,05).
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5.2.6. Genes marcadores especificos de sinapsis glutamatérgicas vy
gabaérgicas

La expresion de gadla, principal responsable de la sintesis de GABA, se encuentra
significativamente disminuida en los individuos mutantes, mientras que grid2 y vglut2.2, un
receptor y un transportador de glutamato, respectivamente, presentan niveles anormalmente
elevados en los homocigotos (Figura 46). Estos resultados, que muestran de forma general
anormalidades en la expresion de genes marcadores de sefiales glutamatérgicas y gabaérgicas
concuerdan con la elevada frecuencia en que se encuentra una desregulacion en la
sefializacion excitatoria/ inhibitoria en pacientes de TEA. Muestran, asimismo, una
correspondencia con lo observado en el cértex prefrontal y cerebelo de pacientes, en que se
encuentran significativamente reducidos los marcadores de neuronas gabaérgicas®>>%'.
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0,4 |
0,2

Expresion relativa

gadila grid2 vglut2.2

Figura 46. Expresion relativa de los genes gad1a, grid2 y vglut2.2
en individuos homocigotos mutantes de auts2a. El asterisco (*)
indica significacion estadistica (p<0,05).

5.2.7. Genes marcadores de neuroglia: astrocitos, microglia y
oligodendrocitos

En los embriones mutantes para auts2a se encontrd una elevacion significativa de
gfap, nes y olig2 (Figura 47), marcadores de astrocitos, glia y oligondendrocitos,
respectivamente, siendo estos resultados coherentes con los niveles tipicamente elevados en
individuos afectados por trastornos del neurodesarrollo, entre ellos TEA.

Asimismo, el incremento de nes, considerado un marcador de angiogénesis en pericitos,
podria indicar una angiogénesis sostenida a lo largo del tiempo y consecuentes
reorganizaciones constantes de la vasculatura, impidiendo la formacién de conexiones mas
largas y complejas, necesarias para el lenguaje y la comunicacién social. Finalmente, aunque
emx1 se encuentra ligeramente elevado en mutantes con respecto a los individuos WT, no se
alcanza la significacion.
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Figura 47. Expresion relativa de los genes emx1, gfap, nes y olig2 en individuos
homocigotos mutantes de auts2a. El asterisco (*) indica significaciéon estadistica
(p<0,05).

5.2.8. Genes marcadores de pluripotencia y de diferenciacion neuronal

El andlisis en conjunto de ambos grupos de genes sugiere un punto de vista
interesante en cuando a la neurogénesis y diferenciacién de las neuronas en los individuos
mutantes, ya que la expresion de los genes responsables de mantener la pluripotencia de las
células madre neuronales se encuentra significativamente reducida, mientras que la de los
marcadores de diferenciacion neuronal se encuentra significativamente elevada (Figura 48).
Esto parece indicar que la neurogénesis en los embriones se produce, probablemente normal,
pero desmesuradamente rapido, de forma que en un breve periodo de tiempo las neuronas se
originan y diferencian, para luego mantenerse en el tiempo, debido a la disminucion de la
actividad y probable falta de auto-renovacion de las células madre pluripotentes y
progenitores neurales. Esta observacion concuerda con lo expuesto para el gen tbrl y también
para los genes implicados en el PRC1, que en ambos casos, son indicativos de un incremento
de neuronas postmitéticas y por tanto de diferenciacion neuronal acelerada.
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Figura 48. Expresion relativa de los genes sox2, c-myc, elavl3, isl1 y neurod1 en individuos homocigotos
mutantes de auts2a. El asterisco (*) indica significacién estadistica (p<0,05).

5.2.9. Gen marcador de activacion neuronal

fosab o c-fos es un marcador de activacién neuronal por lo que sus niveles pueden
indicar de forma general la actividad neuronal reciente de los individuos analizados y es,

151



ALBA PENSADO LOPEZ

asimismo, fundamental para el desarrollo normal de los progenitores neurales. Su expresion
se encuentra significativamente reducida en los mutantes de auts2a (Figura 49), lo que
sugiere una disfuncién de los progenitores neurales y posterior diferenciacion, de igual forma
a lo expuesto en el apartado anterior, y también una disminucién en la actividad neuronal
normal, pardmetro observado en individuos con TEA.
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Figura 49. Expresiéon relativa del gen fosab en
individuos homocigotos mutantes de auts2a. El
asterisco (*) indica significacion estadistica (p<0,05).

Las consecuencias de la variacion en la expresion de los genes analizados se
recogen de forma mas extensa en la discusion.
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Discusion

DISCUSION

1. Desarrollo de una linea mutante de pez cebra para el gen auts2a mediante el sistema

CRISPR/Cas9 y optimizacion de las estrategias de genotipado

En la presente tesis doctoral se ha desarrollado de forma satisfactoria una linea mutante
de pez cebra para el gen auts2a, ortélogo del gen humano candidato a TEA, AUTS2. Debido a
la creciente aplicacion de los sistemas CRISPR/Cas9 para la generacion de modelos mutantes
en pez cebra con el fin de determinar la implicacion de determinados genes en enfermedades
humanas, la optimizacién de tiempos y costes se convierte en un aspecto fundamental. Asi, en
este trabajo se ha hecho hincapié en el proceso de genotipado y se ha demostrado que, ademas
de las imprescindibles estrategias de clonacion y secuenciacion Sanger, el andlisis de
heterodiplex en gel de poliacrilamida, el analisis de fragmentos y las reacciones de PCR con
mezcla de ADN permiten una determinacion inequivoca del genotipo de los individuos,
reduciendo la complejidad, el tiempo y los costes asociados al procedimiento.

En primer lugar, el analisis de heterodUplex permite determinar la presencia o ausencia de
mutaciones en los embriones y adultos de la FO (Figuras 13 y14), eliminando la necesidad de
realizar clonacion y secuenciacion, pues en este punto, el tipo de mutaciones encontradas
pueden no afectar a la linea germinal y por ende, no trasmitirse y ademas, no son
necesariamente las mismas que se encontraran en la siguiente generacion. Es asimismo
aplicable al cribado de embriones y adultos heterocigotos de las generaciones F1 en adelante
(Figura 20), cuando el tipo de mutacion se ha descrito previamente por clonacion y
secuenciacion.

En segundo lugar, el analisis se fragmentos permite un genotipado sencillo y rapido tanto
de embriones como de adultos de la generacion F1 en adelante para un tipo de mutacion
conocida por clonacion y secuenciacion (Figura 22). No obstante, también puede ser de gran
utilidad y evitar el proceso de clonacion para embriones y adultos heterocigotos de la F1,
cuando dicho analisis revela una mutacion de un tamafio lo relativamente grande como para
que los alelos se separen lo suficiente en gel de agarosa. En este caso, las bandas pueden ser
recortadas, purificadas y secuenciadas, dando informacion sobre el tipo de mutacién sin
necesidad de clonacion.

En tercer lugar, la mezcla de ADNs se ha demostrado de gran utilidad para situaciones en
que el ndmero de individuos de genotipo desconocido (WT, heterocigotos y homocigotos)
para un tipo de mutacion conocida, es relativamente bajo, y el alelo mutante puede
distinguirse relativamente bien en gel de agarosa en heterocigosis, pero no en homocigosis
(Figura 21). En este caso, se identificaran facilmente los individuos heterocigotos con una
primera reaccién de PCR y analisis en gel de agarosa, y posteriormente, con una segunda
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reaccion de PCR en que se mezcla el ADN de los individuos de genotipo ain desconocido
(WT y homocigotos) con ADN de individuos WT permitird determinar el genotipo de los
mismos. En este sentido, para los individuos WT se observara una Unica banda, mientras que
para los individuos homocigotos se observara una banda correspondiente al alelo mutante, y
otra banda correspondiente al alelo WT (Figura 23). Asimismo, esta metodologia resulta
tremendamente til para otras situaciones que ocurren con relativa frecuencia al trabajar con
pez cebra. Un ejemplo muy representativo es cuando un investigador establece un cruce entre
uno o varios individuos homocigotos y uno o varios individuos WT con la seguridad de que
posteriormente conseguira distinguirlos, pero de hecho, no lo consigue. En este caso, si los
alelos WT y homocigotos no pueden distinguirse en gel de agarosa, se puede evitar la
secuenciacion Sanger mediante una reaccion de PCR con mezcla de ADNSs. Otra situacion en
que esta metodologia es de gran ayuda es, por ejemplo, si por algiin motivo el manipulador
mezcla peces de distinto genotipo en una misma pecera.

2. Validacion de la eficiencia del knock-out

Ademés de la optimizacion del proceso de generacion de la linea mutante y del
genotipado de la misma, la validacion de la eficiencia del knock-out de dicha linea ha sido un
objetivo fundamental de esta tesis de investigacion. En este sentido, una primera
comprobacién in silico??* permitié conocer la potencial introduccién de PSCs por parte de
las mutaciones generadas en la generacion F1 a nivel de proteina. Para evaluar dichas
consecuencias a nivel de trascripcion, se realizé el analisis de la expresion génica de auts2a
mediante gPCR, usando dos parejas de cebadores de genes normalizadores previamente
validados (Figura 24). Se encontrd una reduccién significativa de la expresion de auts2a en
los individuos homocigotos (Figura 25), lo que sugeria la participacion del NSMD mediada
por la presencia de PSCs. Dicha hipotética participacion se comprobd con posterioridad
mediante el analisis de la expresion de dos de los genes fundamentales en dicho complejo,
upfl y smgl, lo que reveld un aumento estadisticamente significativo en la expresion de los
mismos (Figura 44). No obstante, es importante resaltar que la reduccion en los niveles de
ARNmM en individuos homocigotos no se observa para todos los modelos, sino que depende de
los mecanismos de degradacion del mismo que se activen en la célula, que a su vez dependen
del tipo de mutacién que se ha generado. Esto implica que se deben desarrollar otras
metodologias para comprobar el efecto de las mutaciones.

En relacion a los heterocigotos, se encontré un aumento significativo de la expresion de
auts2a (Figura 25), lo que probablemente se debe a un mecanismo de adaptacion
transcripcional del alelo WT mediada por la degradacion el ARNm derivado del alelo
mutante®°: En pez cebra la compensacion genética mediada por la adaptacién transcripcional
explica por qué en ciertos modelos mutantes de enfermedades el fenotipo observado es
equivalente al fenotipo WT, ya que se produce la activacion en la expresion de genes
paralogos en mutantes homocigotos e incluso la sobreexpresion del alelo WT en mutantes
heterocigotos, como en este caso.
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Como complemento a los resultados observados mediante qPCR, se realiz6 HIS para
determinar en qué regiones corporales se expresa auts2a y si en los individuos mutantes la
reduccion de la expresion era observable. Como se habia descrito con anterioridad'*®, a las 24
hpf, la expresion se encuentra en el cerebro, asi como en el tronco y en el ojo (Figura 28a y
a’), restringiéndose al cerebro, principalmente al anterior y posterior, y aumentando en la
retina (Figura 28c y ¢”) a las 48 hpf. En individuos homocigotos se observa una disminucion
dréstica de la expresion en el 0jo, en el tronco y el cerebro a las 24 hpf (Figura 28b y b),
mientras que a las 48 hpf se observa una reduccion significativa en todas las regiones
anatémicas (Figura 28d y d”). Cabe destacar que la HIS no es en si una técnica cuantitativa,
por lo que los resultados obtenidos deben ser evaluados con cuatela, y al igual que se
menciona con anterioridad, no en todos los casos la intensidad de la coloracién
correspondiente a la expresion del ARNm se ve necesariamente reducida. Asimismo, es
fundamental realizar un disefio y sintesis éptimos de la sonda antisentido y comprobar su
especificidad realizando una HIS paralela con la sonda sentido, en que no debe apreciarse
sefial alguna.

Finalmente, con el objetivo de determinar el efecto de las mutaciones a nivel de proteina
se realiz6 Western Blot. En ese caso, aunque el resultado no fue tan nitido como se esperaba,
se observa ausencia de proteina en los individuos homocigotos para auts2a (Figura 29). Esta
técnica de anlisis de proteinas resulta, en muchos casos, dificultosa para el anlisis en pez
cebra, pues no existen anticuerpos comerciales disponibles para muchos de los genes de
interés, por lo que se debe recurrir a anticuerpos equivalentes de ratdn, que en muchos casos,
0 no se unen de forma especifica a la proteina de interés, o directamente la union es
inexistente. Este hecho resalta la importancia de desarrollar otras estrategias de validacion del
knock-out, como las descritas con anterioridad.

3. Caracterizacion a nivel fenotipica de los embriones y adultos mutantes

La caracterizacién fenotipica de los embriones homocigotos mutantes revelé que, aunque
el fenotipo general es normal, si existe una disminucion generalizada del tamafio de la cabeza
y de la longitud del cuerpo, aungue no asi de los ojos. En relacion al tamafio de la cabeza, un
estudio realizado por Beunders et al., mostré una reduccion del mismo mediante el bloqueo de
auts2a con MOs de bloqueo del splicing®. No obstante, aunque Oksenberg et al., mostraron
asimismo disminucién del tamafio de la cabeza mediante MOs de blogueo de la traduccion, no
obtuvieron los mismos resultados con los MOs de bloqueo del splicing**. De forma
equivalente, el primer grupo no encontrd diferencias estadisticamente significativas en el
tamafno del cuerpo, mientras que el segundo grupo si observo reduccion del tamafio del
cuerpo, asi como de los ojos. Estas discrepancias en los fenotipos estudiados aun cuando en
ambos casos se usan MOs, recuerda la importancia de realizar un disefio minucioso de los
mismos y especialmente, la necesidad de desarrollar modelos mutantes estables, por ejemplo,
mediante CRISPR/Cas9 para poder caracterizar de forma fiable los fenotipos. Por otra parte,
en esta tesis, y a diferencia de los trabajos citados, no se ha realizado una valoracién
meramente subjetiva de presencia o ausencia de microcefalia, sino que se han medido de
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forma precisa los didmetros de la cabeza de cada uno de los embriones a las 48 hpf y se ha
completado el analisis mediante el calculo de las ratios de la misma con respecto al tamafio
del ojo y el tamafio del cuerpo (Figuras 30 y 31), verificando asimismo la disminucion del
didmetro y longitud de la cabeza a los 5 dpf (Figura 33). Estos resultados indican microcefalia
en los individuos homocigotos mutantes de auts2a, rasgo comunmente observado en
individuos afectados por TEA. Este término resulta en muchos casos equivalente al término
microencefalia, es decir, disminucion del tamafio del cerebro, que a su vez se suele asociar de
forma general a procesos anormales de proliferacion y apoptosis de las neuronas del
cerebro®'. No obstante, el tipo o tipos neuronales en que la proliferacién se encuentra
disminuida o la apoptosis aumentada, y que son tan representativos como para generar
microcefalia/microencefalia, deben ser estudiados.

En este sentido, un resultado de este trabajo que apoya la hipotesis del incremento de la
apoptosis de determinados tipos neuronales como causa de la microcefalia, es el incremento
de la sefial obtenida mediante naranja de acridina en los individuos homocigotos mutantes de
auts2a, principalmente en la region del cerebro anterior o telencéfalo (Figura 34), lo que
también se habfa observado previamente en los anélisis de los morfantes'®. Es indicativo,
asimismo, el incremento significativo observado en la expresion de p53 (Figura 35), potente
inductor de la apoptosis. Todo ello es consistente con la existencia de anormalidades en el
desarrollo y funcion del telencéfalo observadas en pacientes de diversas enfermedades
neurolégicas y neuropsiquiatricas®?.

Por otro lado, la microcefalia puede ser debida, en parte, a la reduccion generalizada del
tamafo del cerebelo y la disminucion de tipos celulares cerebelares, como se ha observado en
modelos mutantes de ratdn para Auts2?'®, y al igual que se ha comprobado en el presente
trabajo, y lo que, a su vez, se ha observado de forma recurrente en pacientes de TEA™®. En
primer lugar, la HIS realizada para aldoca, marcador de neuronas cerebelares, mostré una
disminucion muy significativa del marcaje en los individuos homocigotos mutantes en
comparacion con los individuos WT, lo que indica una potencial disminucion de neuronas
cerebelares (Figura 37). En segundo lugar, el hecho de que la expresion de genes marcadores
de células de Purkinje y granuales (ptf2a y fat2), caracteristicas del cerebelo, asi como de un
gen responsable de su maduracion, migracion y proliferacion (rereb), se encuentre disminuida
(Figura 45) indica, de nuevo, una pérdida de dichos tipos neuronales cerebelares. Todo ello
sugiere que auts2a es responsable de la maduracién y proliferacion de las neuronas
cerebelares, probablemente a través de su participacion como activador de la ruta no canoénica
del complejo PRC1, y también de la migracion de las mismas a través de su funcion en la
remodelacion del citoesqueleto. Asimismo, el hecho de que las células de Purkinje sean
neuronas de tipo gabaérgico, es decir, inhibidoras, apoya la hipétesis de una desregulacion en
el balance excitatorio/ inhibitorio, que se discute en mayor profundidad en un apartado
posterior. Finalmente, la pérdida de elementos cerebelares, fundamentales en la integracién de
sefiales sensitivas y motoras, podria explicar las anormalidades que tipicamente se observan
en las funciones cognitivas superiores, incluyendo la capacidad de comunicaion e interaccion
social, y funciones de aprendizaje y control motor de los pacientes de TEA?®.
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Los resultados obtenidos mediante tincion con azul alcian sugieren anormalidades en la
en la region mandibular a los 5 dpf en los individuos mutantes, pues la longitud del
palatocuadrado, asi como del angulo ceratohial resultd, en ambos casos, significativamente
menor (Figura 33) en comparacion con los WT. Estos resultados sugieren micrognatia, que al
igual que la retrognatia y la boca estrecha, son rasgos comunes de pacientes de TEA, lo que
podria indicar que AUTS2 tiene un papel fundamental en la formacion y desarrollo de
estructuras cartilaginosas y 0Oseas. No obstante, no se ha encontrado informacion en la
literatura que pueda relacionar a la proteina con los citados procesos.

Finalmente, al analizar los resultados del andlisis de locomociédn para individuos de 7 dpf
se encontro que, en términos generales, los homocigotos mutantes presentan una locomocion
disminuida, lo que a su vez puede relacionarse, o bien con disfunciones motoras, como se
discute con anterioridad, o bien con una desregulacion del balance excitatorio/ inhibitorio,
estando ambas caracteristicas presentes en un namero elevado de pacientes de TEA. Debera
profundizarse en las bases biolégicas y moleculares de la disminucion en la locomocion de los
mutantes, asi como llevar a cabo distintos estudios de comportamiento de forma exhaustiva.

En relacion a los adultos, un limitacion importante del presente trabajo ha sido la escasez
de individuos, asi como la reducida fertilidad de los mismos, por lo que debido a la
imposibilidad de sacrificarlos para su posterior analisis, el nUmero de estudios realizados ha
sido muy reducido. No obstante, se realizd un analisis estadistico en base a los datos
obtenidos tras medir de la longitud del cuerpo y el peso de los adultos WT y homocigotos
mutantes, que Unicamente requirié anestesia, que reveld una reduccién significativa para
ambos parametros (Figura 38). Estos resultados pueden asociarse a la observacion de una
menor ingesta de comida por parte de los adultos homocigotos mutantes, en comparacion con
los WT, lo que a su vez puede relacionarse con los trastornos gastrointestinales —malestar o
dismotilidad intestinal— tipicamente comorbidos de los individuos afectados por TEA. Con el
fin de comprobar la existencia de problemas en la motilidad intestinal en un futuro préximo,
se ha comenzado a optimizar el software de Zebralab de Viewpoint Life Sciences para asi
poder cuantificar la misma, en términos de contracciones intestinales por minuto tras la
ingesta de comida en embriones de 5 dpf.

4. Caracterizacion transcriptomica de los embriones mutantes

Siendo auts2a un componente fundamental para la activacion de la ruta no canonica del
PRC1, complejo regulador de la transcripcion de multiples genes implicados en el
neurodesarrollo, en esta tesis se ha prestado especial atencion a las modificaciones a nivel
transcripcional que la mutacion puede provocar. Con el analisis se estas modificaciones, se ha
pretendido comprender, en parte, la fisiopatologia de la enfermedad, es decir, relacionar las
datos a nivel transcriptomico con procesos bioldgicos, y a su vez, con sintomas y signos
observados en pacientes. Una limitacidn de este estudio ha sido la imposibilidad de realizar la
secuenciacion completa del ARN, que sera llevada a cabo en un futuro. No obstante, se ha
seleccionado un nimero considerable de genes cuya expresion podria, potencialmente, estar
alterada en los individuos mutantes, y cuyo analisis ha permitido, por un lado, validar que el
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modelo de pez cebra recapitula lo observado en pacientes, y por otro lado ha mostrado
alteraciones previamente desconocidas.

Un primer conjunto de genes evaluados, tbrlb y sath2, reguladores de auts2a, muestran
una significativa elevacion en sus niveles de expresion (Figura 41). En relacion a tbrlb, este
resultado puede explicarse desde dos puntos de vista; siendo la proteina Tbrlb un regulador
positivo del gen auts2a, es probable que, a su vez la proteina Auts2a module la expresion del
gen tbrlb por un mecanismo de retroalimentacion negativa, por lo que en ausencia de Auts2a,
el gen tbrlb se expresa de forma continuada. Por otro lado, tbrlb juega un papel fundamental
en la diferenciacion neuronal, siendo un marcador de neuronas postmitéticas, lo que sugiere
que en los mutantes para auts2a puede haber una aceleracion en el proceso de diferenciacion
durante el desarrollo embrionario®?. Asimismo, participa activamente en la formacién de
sinapsis glutamatérgicas, cominmente alteradas en pacientes de TEA. En relacion a satb2 no
se encuentran diferencias estadisticamente, aunque siendo regulador positivo de tbrlb, y
estando éste Ultimo tan sobreexpresado en los mutantes, los resultados parecen coherentes. La
disminucion en los niveles de raclb (Figura 41), gen regulado positivamente por auts2a,
reafirma la eficacia del knock-out, y sugiere asimismo una remodelacion del citoesqueleto,
migracién neuronal y proyeccién axonal anormales®®, lo que se corresponde con lo descrito
anteriormente para la migracién incorrecta de neuronas cerebrales, y que a su vez, podria
asociarse a algun signo o sintoma observado en pacientes. Las consecuencias fisiopatoldgicas
derivadas de la reduccion de la expresion de raclb como consecuencia de la pérdida de
auts2a deberan ser estudiadas en este modelo.

Un segundo conjunto de genes seleccionados para analizar se relacionan con
enfermedades del neurodesarrollo. Para el gen mecp2 se ha encontrado una reduccion
significativa en la expresion del mismo (Figura 42). Se conoce que la proteina para este gen
reprime transcripcionalmente a auts2a®®®, por lo de forma opuesta a lo argumentado para
tbrlb, puede estar produciéndose un fendmeno de retroalimentacion, positiva en este caso.
Por otro lado, se han encontrado de forma recurrente niveles reducidos de MECP2 en el
cortex frontal de individuos con TEA, lo que a su vez se relaciona con un desarrollo anormal
de dendritas y axones®*®*. Ademés, en modelos mutantes de mecp2 se encuentra una
elevacién anormal de células gliales que, como se expone con posterioridad, puede dar lugar a
excitotoxicidad y anormalidades en la ramificacion dendritica. En cuanto al gen semaba,
mientras que el funcionamiento normal de este gen candidato a TEA da lugar a la formacion
de un nimero normal de proyecciones axonales, su desregulacion provoca anormalidades en
la cantidad de las mismas®®. El aumento significativo de su expresion en este modelo mutante
(Figura 42) concuerda con lo observado en otros modelos de TEA en pez cebra, en donde se
encuentra un incremento de dichas proyecciones. EI hecho de que zmat3 se encuentre
sobreexpresado en mutantes homocigotos (Figura 42) reafirma la hipotesis de que dicho gen
interviene en la regulacién de la expresién de auts2a, como habia sido sugerido por Sedaghat
y colaboradores®®, y este resultado sugiere que dicha regulacién es transcripcionalmente
positiva a través de un mecanismo semejante al descrito para tbrlb. Finalmente, con respecto
a gtf2ird1 y como se expone en el apartado de resultados, los resultados obtenidos deberan
ser estudiados en profundidad, puesto que los andlisis muestran un aumento muy significativo
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en la expresion del mismo (Figura 42), a pesar de que mutaciones en dicho gen intervienen en
la modulacion de sintomas relacionados con agresividad, ansiedad, miedo o sociabilidad a
través del aumento de niveles de serotonina y sus metabolitos en sangre?*°.

A continuacion se seleccionaron genes que intervienen en el PRC1 debido al papel que la
ruta no candnica juega en diferenciacion neuronal. Se ha demostrado que una deficiencia de
DCAF7 da lugar a infraexpresion de multiples responsables de la diferenciacién normal®*,
por lo que la elevacion significativa en la expresion de este gen en el modelo mutante para
auts2a (Figura 43), sugiere una diferenciacion neuronal anormal, probablemente prematura,
de forma semejante a lo expuesto para tbrlb y otros genes analizados, discutidos en siguientes
apartados. Que la expresion de ck2b y rybpa, cuya funcion es fundamental para la
diferenciacion de oligodendrocitos, se encuentre elevada en los mutantes de auts2a (Figura
43), se corresponde con el incremento de dichas células en pacientes de TEA. La
oligodendrogénesis mediada por ck2b se basa en la activacion de transcripcion del gen olig2,
cuyo analisis se presenta en con posterioridad®?’. Se ha sugerido que ck2b participa en la
sefializacion dopaminérgica, a menudo afectada en pacientes, por lo que su papel en dicha
sefializacion debera ser estudiado. Los resultados para rybpa concuerdan con la observacion
previa de que la pérdida de Rybp en células madre embrionarias de raton disminuye su
potencial de diferenciacién, formando menos oligodendrocitos y astrocitos?.

Los resultados obtenidos al analizar genes marcadores de sefiales glutamatérgicas (grid2
y vglut2.2) y gabaérgicas (gadla) muestran, de forma general, anormalidades en su expresion
(Figura 46), lo que concuerda con la elevada frecuencia en que se encuentra una
desregulacién en la sefializacion excitatoria/ inhibitoria en pacientes de TEA. El incremento
en la expresion de marcadores glutamatérgicos se relaciona de nuevo con la elevacion de la
expresion de tbrlb, que interviene de forma positiva en la formacién de sinapsis
glutamatérgicas, y la reduccion de los niveles del marcador de neuronas gabaérgicas
concuerda con lo observado en el cértex prefrontal y cerebelo de pacientes, en que se
encuentran significativamente reducidos los marcadores de dicho tipo neuronal®*?*’. La
implicacion del incremento de las sefiales glutamatérgicas y la disminucion de las gabaérgicas
a nivel de comportamiento deberé ser explorada en este modelo.

En relacién a gfap, marcador de astrocitos y glia, y nes, que interviene en la formacion de
estos tipos celulares, la sobreexpresion observada (Figura 47) es coherente con la
fisiopatologia de los pacientes, ya que estos tipos celulares tienen la capacidad de liberar
citoquinas proinflamatorias, como el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa, del inglés, Tumor
Necrosis Factor alpha) y también reclutar leucocitos periféricos, provocando una situacion de
neuroinflamacion cronica que, a su vez, puede explicar las disfunciones cognitivas y de
comportamiento tipicas de los TEA®®, Ademés, los astrocitos y microglia intervienen en la
liberacion de glutamato, cuyo aumento desmesurado puede dar lugar a excitotoxicidad,
provocando anormalidades dendriticas y sinapticas, de igual a lo que se ha propuesto
anteriormente para la disminucion de mecp2. Asimismo, nes se considera marcador de
angiogénesis en pericitos y su incremento darfa lugar a una angiogénesis persistente %, lo que
se relacionaria con reorganizaciones constantes de la vasculatura, generando conexiones
cerebrales mas locales, cortas y menos complejas e impidiendo la formacion de conexiones
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mas largas y complejas, necesarias para el lenguaje y la comunicacién social. A su vez, se ha
sugerido que la hipoconectividad observada en los cerebros de pacientes puede ser
relacionada con la reduccion en el tamafio de ciertas regiones cerebrales®’, lo que conduciria,
de nuevo, a microcefalia.

El gen olig2 sirve como marcador de oligodendrocitos pues se expresa ampliamente en
progenitores de este tipo de neuroglia. Los oligodendrocitos son los encargados de la
mielinizacion de los axones, y por ende, de la estructuracion de la materia blanca. En los
mutantes para auts2a, la expresion de este gen se encuentra significativamente aumentada
(Figura 47), al igual que se ha observado tanto en pacientes como en otros modelos para
trastornos del neurodesarrollo, lo que a su vez de relaciona con una mielinizacion y
organizacion anormales de la materia blanca y por ende, anormalidades en la conectividad
neuronal®®,

Los resultados del analisis de los genes marcadores de pluripotencia y diferenciacion
neural han supuesto toda una novedad en este proyecto. Como se explica en el apartado de
resultados y se muestra en la Figura 48, la expresion de los genes responsables de mantener la
pluripotencia de las células madre neuronales se encuentra significativamente reducida,
mientras que la de los marcadores de diferenciacion neuronal se encuentra significativamente
elevada. Todo ello sugiere una aceleracion en el proceso de diferenciacion y generacion de
neuronas postmitoticas, a la vez que una disminucion de la actividad y auto-renovacion de las
células madre pluripotentes y progenitores neurales. Concordando, todo ello, con la elevacion
en la expresion otros genes que intervienen en la diferenciacion neuronal, como tbrlb y los
genes implicados en el PRC1, que en ambos casos, son indicativos de un incremento de
neuronas postmitaticas.

Aunqgue un estudio reciente ha demostrado que la sobreexpresion de AUTS2 da lugar al
incremento de los marcadores de pluripotencia y una diferenciacion neuronal retrasada en
células madre embrionarias de raton*?, hasta donde sabemos este es el primer estudio en un
modelo animal para auts2a en que se corrobora un proceso desmesuradamente acelerado de
diferenciacion neuronal y disminucién de la actividad de progenitores neuronales. Asi, estos
resultados abren una linea de investigacion novedosa en este modelo mutante para auts2a de
pez cebra, para comprender in vivo el mecanismo por el que ocurre este fendmeno de
aceleracion en la diferenciacion de neuronas, poder relacionarlo con la fisiologia de la
enfermedad y, quizas, desarrollar estrategias terapéuticas.

Finalmente, la disminucién de los niveles de fosab (Figura 49), marcador de activacién
neuronal y fundamental para el desarrollo normal de los progenitores neurales, se corresponde
con lo descrito en el parrafo anterior, y es indicativo de también una disminucion en la
actividad neuronal normal, pardmetro observado en individuos con TEA. Asimismo, puede
relacionarse con caracteristicas sintomatoldgicas de pacientes, ya que los niveles de dicho gen
se han relacionado con la disminucion de la ansiedad y el aumento de conductas sociales en
modelos de TEA en ratdn, asi como en una mejora de los procesos del aprendizaje y
memoria®*®. El mecanismo molecular mediante el cual c-fos desarrolla sus funciones ha sido
muy escasamente evaluado, por lo que se debera profundizar en su estudio.
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La generacion de la linea mutante de pez cebra para el gen auts2a, ortélogo de AUTS2,
gen humano candidato a TEA, se ha llevado a cabo satisfactoriamente, pues la eficiencia
del knock-out del gen se ha demostrado tanto a nivel transcriptémico, mediante analisis
de la expresion génica de auts2a por qPCR e HIS, como a nivel protedmico, mediante
Western Blot. Asimismo, se ha verificado que la disminucion de los niveles de ARNm se
debe la intervencion del NSMD mediada por la presencia de PSCs.

El planteamiento y desarrollo de nuevas estrategias para la optimizacion del proceso de
genotipado de embriones y adultos de las distintas generaciones, principalmente, analisis
de heterodlplex en gel de poliacrilamida, analisis de fragmentos y mezcla de ADNSs
problema, ha mostrado una importante reduccion en términos de tiempo y costes,
manteniendo la fiabilidad de los resultados. Dichas metodologias, ademas de demostrar
utilidad en el genotipado estandar, son aplicables a diversas situaciones con las que un
manipulador de lineas mutantes de pez cebra puede encontrarse.

El andlisis de las caracteristicas fenotipicas de los embriones mutantes revela la presencia
de microcefalia y micrognatia, rasgos tipicamente presentes en pacientes de TEA y otras
enfermedades del neurodesarrollo, asi como la disminucion del tamafio del cuerpo. La
microcefalia observada puede asociarse con varios resultados obtenidos en este trabajo.
Por un lado, el incremento de la apoptosis en la region del telencéfalo y la disminucion
generalizada de neuronas cerebelares, y por otro, la potencial hipoconectividad derivada
de una angiogénesis persistente en el cerebro.

El nimero de movimientos por unidad de tiempo, que refleja la locomocion general, se
encuentra significativamente reducido en individuos homocigotos mutantes, lo que indica
una disfuncionalidad a nivel motor y/o una desregulacion del balance excitatorio/
inhibitorio.

La reducida longitud del cuerpo y el peso de los adultos homocigotos mutantes en
comparacion con los WT, sugiere una menor ingesta de comida, pudiendo relacionarse
con los trastornos gastrointestinales tipicamente comoérbidos de los individuos afectados
por TEA.

La reduccién en la expresion de raclb, que verifica la eficiencia del knock-out, y de
mecp2, asi como el aumento en la expresion de semaba, indican una remodelacion
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anormal del citoesqueleto de actina y desregulacion en la migracién neuronal, proyeccion
axonal y ramificacion dendritica.

El incremento de la expresion de grid2 y vglut2.2 y disminucidn de gadla se corresponde
con un balance alterado de las sefiales excitatorias e inhibitorias, tipico de pacientes de
TEA.

La expresion incrementada de los marcadores especificos de neuroglia (gfap, nes y olig2)
se corresponden con el incremento de oligodendrocitos, astrocitos y glia en pacientes, y
pueden explicar las disfunciones cognitivas y de comportamiento observados, siendo
consecuencia de un proceso de neuroinflamacién crénica y/o excitotoxicidad, asi como
de anormalidades en la mielinizacion de los axones.

En conjunto, el andlisis de los genes marcadores de pluripotencia y diferenciacion neural
apuntan a una aceleracion en el proceso de diferenciacién y generacion de neuronas
postmitdticas, a la vez que una disminucién de la actividad y auto-renovacién de las
células madre pluripotentes y progenitores neurales.

La disminucién de los niveles de fosab indica el desarrollo normal de los progenitores
neurales, asi como una disminucién en la actividad neuronal normal, parametro
observado en individuos con TEA.
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The generation of the zebrafish mutant line for the gene auts2a, orthologous to
AUTS2, a human ASD candidate-gene, has been successfully carried out, since the
efficiency of gene knock-out has been demonstrated both at the transcriptomic level,
through analysis of auts2a gene expression by qPCR and ISH, as well as at the
proteomic level, by Western Blot. Likewise, it has been verified that the decrease in
MRNA levels is due to the intervention of the NSMD mediated by the presence of
PSCs.

The approach and development of new strategies for the optimization of the
genotyping process of embryos and adults of the different generations, mainly,
heteroduplex analysis in polyacrylamide gel, fragment analysis and mixture of
problem DNAs, has shown a significant reduction in terms of time and costs,
maintaining the reliability of the results. These methodologies, in addition to
demonstrating utility for the standard genotyping, are applicable to various situations
that a handler of mutant lines of zebrafish may encounter.

The analysis of the phenotypic characteristics of the mutant embryos reveals the
presence of microcephaly and micrognathia, features typically present in patients with
ASD and other neurodevelopmental diseases, as well as decreased body size. The
microcephaly observed can be associated with several results obtained in this work.
On the one hand, the increase in apoptosis in the telencephalon region and the
generalized decrease in cerebellar neurons, and on the other, the potential
hypoconnectivity derived from persistent angiogenesis in the brain.

The number of movements per unit of time, which reflects general locomotion, is
significantly reduced in homozygous mutant individuals, indicating dysfunction at the
motor level and/or dysregulation of the excitatory/inhibitory balance.

The reduced body length and weight of homozygous mutant adults compared to WT
suggests a lower food intake, which may be related to gastrointestinal disorders,

typically comorbid in individuals affected by ASD.

The reduction in the expression of raclb, which verifies the efficiency of the knock-
out, and in mecp2, as well as the increase in the expression of semaba, indicate an
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abnormal remodeling of the actin cytoskeleton and dysregulation in neuronal
migration, axonal projection and dendritic branching.

The increased expression of grid2 and vglut2.2 and decreased expression of gadla
corresponds to an altered balance of excitatory and inhibitory signals, typical of ASD
patients.

The increased expression of neuroglia-specific markers (gfap, nes and olig2)
corresponds to the increase in oligodendrocytes, astrocytes and glia in patients, and
may explain the cognitive and behavioral dysfunctions observed, being the
consequence of a neuroinflammation process chronic and/or excitotoxicity, as well as
abnormalities in the myelination of axons.

As a whole, the analysis of the marker genes for pluripotency and neural
differentiation point to an acceleration in the process of differentiation and generation
of postmitotic neurons, as well as a decrease in the activity and self-renewal of
pluripotent stem cells and neural progenitors.

The decrease in fosab levels indicates the normal development of neural progenitors,
as well as a decrease in normal neuronal activity, a parameter observed in individuals
with ASD.
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VICERREITORADO DE INVESTIGACION
E INNOVACION
Oficina de Investigacién e Tecnoloxia

Edificio CACTUS — Campus universitario sur
15782 Santiago de Compostela

Tel 981 547 040 - Fax 981 547 077

Correo electrénico: cillinfo@usc.es
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Informe del Comité de Etica de Experimentacién Animal (CEEA) de los centros usuarios de
animales de experimentacion de la USC en el Campus de Lugo

El CEEA de los centros usuarios de animales de experimentacion de la USC en el Campus de
Lugo, tras evaluar el Proyecto titulado “El pez cebra y su aplicacion en biomedicina, acuicultura y
medio ambiente” del que es Investigadora responsable D*. Ana Quelle Regaldie, acordé con fecha
30 de enero de 2020 emitir

INFORME FAVORABLE

para la realizacion de dicho Proyecto, asi como los procedimientos que incluye, en las
instalaciones del establecimiento usuario Animalario de la Facultad de Veterinaria, con nimero de
registro ES270280346401 (AE-LU-003), y siempre que, en cumplimiento del RD 53/2013, se
obtenga la correspondiente autorizacion administrativa (en concreto, en relacion con el articulo
27.2 y el apartado 1.b de la clausula de salvaguardia enunciada en la disposicién adicional

segunda).

En Lugo, a 30 de enero de 2020

Fdo.: La presidenta
Sonia Vazquez Rodriguez

Supervisora das instalacions de experimentacion,
cria e subministro de animais de laboratorio da
Universidade de Santiago de Compostela

Responsable
administrativo:

Nombre:Montserrat Valcircel Armesto V°B° Firma y sello

Cargo:Vicerreitora de Coordinacién do
Campus de Lugo <




+(%D+ XUNTA DE GALICIA Xefatura territorial de Lugo
:i: CONSELLERIA DO MEDIO RURAL Servizo de Gandaria j BI ICI3

Ronda da Muralla, 70
Lugo

RESOLUCION DE AUTORIZACION DE PROXECTOS DE EXPERIMENTACION ANIMAL

Expediente nim.: 01/20/LU-003

Interesado: Ana Quelle Regaldie

Procedemento: RESOLUCION DE AUTORIZACION DE PROXECTOS DE EXPERIMENTACION ANIMAL
Data de inicio: 1 de marzo de 2020

Forma de inicio: solicitude da interesada

ANTECEDENTES

A interesada, como responsable do proxecto “El pez cebra y su aplicacion en biomedicina,
acuicultura y medio ambiente” presentou con data 12 de febreiro de 2020 solicitude para a
realizacion do proxecto de experimentacidon animal cuxos datos se detallan a continuacion:

Denominacién do proxecto : El pez cebra y su aplicacién en biomedicina, acuicultura y medio
ambiente

Nome do centro usuario: Animalario da Facultade de veterinaria(AE-LU-003).

Persoa responsable do proxecto: Ana Quelle Regaldie

Establecemento onde se realizaran os procedementos do proxecto (ou lugar xeografico no caso
de traballos de campo) Animalario da Facultade de veterinaria(AE-LU-003).

Clasificacion do proxecto : Tipo lll.

CONSIDERACIONS LEGAIS E TECNICAS

Real decreto 53/2013, de 1 de febreiro (BOE num. 34, do 8 de febreiro), polo que se establecen as
normas basicas aplicables para a proteccion dos animais utilizados en experimentacion e outros
fins cientificos, incluindo a docencia, establece no seu artigo 33 as condiciéns de autorizaciéns dos
proxectos con animais de experimentacion.

Artigo 88 da Lei 39/2015, do 1 de outubro, do procedemento administrativo comin das
administraciéns publicas (BOE num. 236, do 2 de outubro) establece que a resoluciéon que pofiia
fin ao procedemento decidira todas as cuestions formuladas polos interesados e aquelas outras
derivadas del.

Esta xefatura territorial € competente para ditar resolucion de conformidade co artigo 11 do
Decreto 245/2009, do 30 de abril, polo que se regulan as delegacidns territoriais da Xunta de
Galicia e o Decreto 149/2018, do 5 de decembro, polo que establece a estrutura organica da
Conselleria do Medio Rural. O Servizo Provincial de Ganderia de Lugo revisou a documentacién
presentada coa solicitude e visto o informe favorable da avaliacién do proxecto, de data 30 de
xaneiro de 2020 emitido polo érgano habilitado, e o Comité de Etica da Universidade de Santiago
de Compostela, esta xefatura territorial resolve AUTORIZAR o proxecto solicitado.

CVE: ZMvUqwGl15
- Verificacion: https://sede.xunta.gal/cve

=

Wg Xacobeo 2021


https://sede.xunta.gal/cve?idcve=ZMvUqwGl15

A autorizacion deste proxecto tera unha duracion de 5 ANOS e unha vez que transcorran deberan
renovala.

A autorizacidon é unicamente valida nas condicions que figuran no expediente. Ante calquera
cambio significativo no proxecto que poida ter efectos negativos sobre o benestar dos animais,
deberd solicitar a confirmacién da autorizacidén ao Servizo Provincial de Ganderia.

Esta autorizacién podera ser suspendida no caso de que o proxecto non se leve a cabo de acordo
coas condicions de autorizacion e retirala previo expediente tramitado ao que se lle dara
audiencia.

Contra a presente resolucién, que non pon fin 4 via administrativa, podera interpor recurso de
alzada ante o conselleiro de Medio Rural da Xunta de Galicia no prazo dun mes contado a partir da
recepcion da notificacion da presente resolucion, conforme cos artigos 121 e 122 da Lei 39/2015,
do 1 de outubro, do procedemento administrativo comun das administracions publicas.

Documento asinado electronicamente ¢ marxe

Asinado por: IGLESIAS FONTAL, MARIA OLGA

Cargo: Xefa Territorial
Data e hora: 06/03/2020 13:49:44

CVE: ZMvUqwGl15
w Verificacion: https://sede.xunta.gal/cve

o W/g Xacobeo 2021
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ll Instituto de Investigacion y Formacion Agraria y Pesquera
CONSEJERIA DE AGRICULTURA, PESCA Y DESARROLLO RURAL

CERTIFICADO DE CAPACITACION

Articulo 13, Orden ECC/566/2015, de 20 de marzo por la que se establecen los requisitos de
capacitacién que debe cumplir el personal que maneje animales utilizados, criados o suministrados con
fines de experimentacién y otros fines cientificos, incluyendo la docencia.

UNION EUROPEA

1. IDENTIFICACION

| 1.1. Apellidos y Nombre PENSADO LOPEZ, ALBA

1.2. DNI/NIE 44849551-B
|
| 1.3. Fecha de Nacimiento | 1.4. Lugar y pais de nacimiento ' 1.5. Nacionalidad
30/06/1991 | SANTIAGO DE COMPOSTELA (ESPANA) | ESPANOLA
| |

2. FECHA DE RESOLUCION DEL RECONOCIMIENTO DE LA CAPACITACION INICIAL Y N° DE
CERTIFICADO

i 20/11/2018 - EXP-000883

| 3. FUNCIONES Y GRUPOS DE ESPECIES ANIMALES PARA LOS QUE SE RECONOCE LA
CAPACITACION (Articulo 3 y Anexo Il Orden ECC/566/2015, de 20 de marzo)

a) Cuidado de los animales
b) Eutanasia de los animales
c) Realizacion de los procedimientos

GRUPO DE ESPECIES ANIMALES
1. Roedores 8. Peces y anfibios

4. ORGANISMO QUE EXPIDE EL CERTIFICADO
4.1. Nombre y direccién del organismo que expide el certificado
CONSEJERIA DE AGRICULTURA, PESCA Y DESARROLLO RURAL
INSTITUTO DE INVESTIGACION Y FORMACION AGRARIA Y PESQUERA

Edificio de Servicios Mdiltiples "los Bermejales”
Avda. de G_recia s/n. 41012 Sevilla (Esparia)

1 P {
| 4.2. Teléfono | 4.3. Fax 4.4. Correo electrénico

958 056 000 | 955 519 107 experimentacion.ifapa@juntadeandalucia.es
| 4.5. Fecha de expedicién*4.6. Lugar 4.7. Sello
20/11/2018 SEVILLA

4.8. Nombre y Firma

| El Presidente del Instituto de Investigacion y Formacion Agraria y Pesquera

| Fdo. Jerénimo José Pérez Parra

* La fecha de expedicién coincide con el inicio del periodo de vigencia establecido en el articulo 21.8 de la Orden ECC/566/2015, de 20 de marzo.
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La etiologia multifactorial de los trastornos del espectro autista (TEA)
dificulta en gran medida la comprension de los mecanismos
desencadenantes, por lo que investigar la implicacibn de genes
candidatos es fundamental. El empleo de lineas mutantes de pez cebra
ofrece informacion con gran potencial para ser trasladada a la practica
clinica. En esta tesis se ha desarrollado una linea mutante para autsZa,
ortologo del gen humano AUTSZ, mediante CRISPR/Cas9, y se ha
caracterizado a nivel fenotipico, celular y transcriptémico. Conocidas las
alteraciones que la disrupcion del gen provoca,se pretende establecer a
auts2a como potencial diana terapéutica para la biusqueda de nuevos
tratamientos y asi implementar el consejo genético, lo que redundaria en
unamejora de la calidad de vida de los pacientes y sus familiares.
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