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Introduccion

Las ataxias cerebelosas hereditarias son un grupo enfermedades neurodegenerativas de fenotipo
heterogéneo causadas por la disfuncién del cerebelo y sus conexiones aferentes y eferentes
como la corteza cerebelosa, los nicleos dentados y los ndcleos de la oliva inferior ademas de la
degeneracion de las células de Purkinje (Koeppen et al., 2013). Clinicamente se caracterizan
por un deterioro progresivo de la coordinacion motora, del equilibrio y de la marcha
acompariados frecuentemente por otros signos cerebelosos como temblor, disartria, disfagia y
afectacion de los movimientos oculares (Evidente et al., 2000; Jayadev y Bird, 2013; Bird,
2019).

Las ataxias son consideradas enfermedades raras; con una prevalencia estimada a nivel
mundial de 1 caso por cada 10.000 habitantes, aunque esta varia segun la region geografica y
el tipo de ataxia (Ruano et al., 2014). En Espafa, su prevalencia se estima en 5,48 casos por
cada 100.000 habitantes (Suero et al., 2021). Esta baja prevalencia dificulta su estudio, tanto
desde el punto de vista molecular como desde el farmacoldgico. Ademas, presentan dificultades
en su diagndstico y clasificacion debido al elevado nimero de entidades, clinica y
genéticamente heterogéneas, asi como el solapamiento fenotipico con otras patologias
neuroldgicas que pueden presentar descoordinacion motora o ataxia. (Harding, 1983).

Entre las enfermedades causantes de ataxia cerebelosa se incluyen entidades con herencia
autosdmica dominante, autosomica recesiva 0 menos frecuentemente ligada al cromosoma X.
(Jayadev y Bird, 2013; Bird, 2019).

Las ataxias dominantes se caracterizan frecuentemente por manifestarse en la edad adulta.
Sus sintomas clinicos pueden estar restringidos al cerebelo o acompafarse de otros sintomas
neuroldgicos como neuropatia periférica, retinopatia, signos piramidales y extrapiramidales,
demencia y epilepsia. Las ataxias dominantes suelen denominarse SCAs (del inglés Spino
Cerebellar Ataxia) seguido de un nimero de orden de su descubrimiento. Hasta la fecha se han
descrito alrededor de 40 loci SCA (https://www.omim.org/). Las ataxias recesivas suelen tener
una edad de inicio mas temprana y un fenotipo mas complejo, en ocasiones asociado a
alteraciones del metabolismo u otras manifestaciones extraneuroldgicas. La clasificacion de las
ataxias recesivas (SCAR) no esta tan bien establecida como en las ataxias dominantes y deja
fuera errores congénitos del metabolismo, leucodistrofias y muchas otras enfermedades que
cursan con ataxia y con transmision autosomica recesiva (Beaudin et al., 2017; Synofzik et al.,
2018). Las ataxias ligadas a X son todavia menos frecuentes que las ataxias dominantes y
recesivas, se manifiestan principalmente en varones y con frecuencia asocian retraso en el
neurodesarrollo y discapacidad intelectual (Zanni y Bertini, 2018).

Los mecanismos patoldgicos de las ataxias causan disrupcion de la homeostasis cerebelosa
lo que conduce en ultimo término a la degeneracion progresiva del cerebelo (Eidhof et al.,
2019). Podemos citar la aparicion de mutaciones sin sentido, inserciones deleciones o en el caso
las ataxias dominantes de expansiones de poliglutamina o expansiones repetidas no codificantes
entre los principales tipos de mutaciones encontradas en ataxias. Las expansiones patoldgicas
gue son el tipo de mutaciones mas comunes en las ataxias dominantes surgen de repeticiones
polimérficas comunes en la poblacion que se amplificaron hasta un rango patogénico debido a
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la aparicion de mutaciones de novo o hereditarias. Estas expansiones suelen relacionarse con
una ganancia de funcion toxicay el tamafio de la expansion se correlaciona con la edad de inicio
de los sintomas y su gravedad. El tamafio de expansion suele aumentar con el paso de las
generaciones en un proceso llamado anticipacion. Las expansiones de poliglutamina
promueven el plegamiento incorrecto de las proteinas y alteran las interacciones ADN-proteina
0 proteina-proteina, lo que puede causar desregulacion de la transcripcion, inhibicion de la
funcién de las histonas acetiltransferasas y la formacion de agregados de poliglutamina
neuronal citoplasmica o intranuclear. Se cree que las expansiones repetidas no codificantes
provocan ganancia de funcion debido a la formacion de focos de ARN, interrumpen el empalme
de genes esenciales y dan lugar a la traduccion RAN que es aquella que se produce sin la
necesidad de un codon de inicio ATG, lo que da como resultado la produccién de polipéptidos
toxicos (Matilla-Duefias et al., 2014; Hekman y Gomez, 2015; Paulson, 2018). La patogénesis
en las ataxias recesivas en cambio se relaciona con la pérdida de funcion de las proteinas
asociadas. Las mutaciones en los genes que codifican para estas proteinas causan la alteracién
de sus vias metabolicas y pueden dar lugar entre otras: fallos en la reparacion del ADN,
interrupcién del ciclo celular y apoptosis, autofagia, estrés mitocondrial, fallos en el
plegamiento de proteinas, alteracion de la estructura del citoesqueleto,, desregulacion de la
transcripcion, fallo en el metabolismo y transporte lipidico, alteracion del trafico intracelular y
transmembrana, disfuncion de los canales de calcio y potasio y degeneracion en las células de
Purkinje debido a fallos en la sinaptogénesis o alteraciones de la vaina de mielina (Matilla-
Duerias et al., 2010; Matilla-Duefias et al., 2014). Las ataxias recesivas son enfermedades
multisistémicas caracterizadas por mutaciones que resultan en la pérdida de funcién de la
proteina mientras que la muerte celular asociada a las ataxias dominantes en general esta mas
restringida al sistema nervioso y suele estar afectado el procesamiento y plegamiento de las
proteinas (Taroni y DiDonato., 2004). Recientemente se ha sugerido que la mayor parte de las
proteinas afectadas en las ataxias interaccionan en redes y procesos biologicos comunes,
independientemente de su tipo de herencia (figura 1) (Smeets y Verbeek, 2014; Eidhof et al.,
2019).
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Figura 1: Algunos de los principales mecanismos patogénicos causados por mutaciones en varios genes
causantes de ataxias.

Aunque clasicamente se diferencia entre enfermedades neurodegenerativas dominantes y
trastornos genéticos del metabolismo, generalmente de herencia autosémica recesiva, cada vez
disponemos de mas indicios de una relacion estrecha y compleja entre estos dos grandes
capitulos de la neurologia. Ambos tipos de enfermedades comparten no solo fenotipos
superpuestos y genes subyacentes, sino también vias celulares y moleculares. Eso se puede
ejemplificar en el hecho de que algunos genes como SPTBN2 y AFG3L2 son responsables de
ataxia tanto dominante como recesiva. Ademas, en algunos casos de trastornos genéticos del
metabolismo recesivos como la enfermedad de Gaucher, se ha demostrado que las mutaciones
en heterocigosis son un factor de riesgo para el desarrollo de enfermedad de Parkinson al igual
que sucede en otras enfermedades de almacenamiento lisosomal como la enfermedad de Salla
o la lipogranulomatosis de Farber (Sidransky et al., 2009). Otro ejemplo es gen de la
progranulina, donde mutaciones en heterocigosis causan demencia frontotemporal mientras que
en homocigosis o heterocigosis compuesta dan lugar a un complejo trastorno lisosomal de inicio
temprano (Van Swieten y Heutink, 2008). En la enfermedad de Niemann Pick tipo C (NPC),
un tipo de ataxia que causa tanto acUmulos lisosomales como neurodegeneracion se ha
observado en los pacientes heterocigotos, una susceptibilidad elevada a padecer trastornos
neurodegenerativos a edades avanzadas (Schneider et al., 2021).

Hasta este momento presente no se dispone de ningun tratamiento efectivo para este grupo
de enfermedades, a pesar de todos los avances clinicos en analisis moleculares, celulares, la
caracterizacion del fenotipo locomotor y las mejoras en la adquisicion de imagenes del sistema
nervioso. El estudio de modelos celulares de enfermedades neurodegenerativas, aunque es util,
presenta limitaciones debido a su falta de complejos circuitos neuronales y ausencia entre otros,

16



Introduccioén

de componentes vasculares y gliales (Dawson et al., 2018). La creacién de modelos animales
es esencial para tratar de recapitular la funcionalidad de un sistema nervioso completo. En ellos
es posible analizar la degeneracidn de diversos tipos celulares, los defectos en la sefializacion
celular, los fallos de conectividad sinépticas, los fenotipos comportamentales o las alteraciones
en la expresion génica. Los descubrimientos en modelos animales han ayudado principalmente
a comprender los intrincados mecanismos celulares y moleculares que se encuentran tras la
patogénesis de las ataxias y ademas pueden ser utilizados para probar nuevas terapias que
puedan ayudar a tratar o al menos paliar los sintomas de la enfermedad (Manto y Marmolino,
2009; Dawson et al., 2018). Sin embargo, los modelos animales de ataxias dominantes son
menos abundantes en comparacion con las ataxias recesivas, puesto que la introduccion de
expansiones repetitivas de ADN tiene una complejidad técnica mucho mas elevada que
modelizar la pérdida de funcion génica.

El pez cebra (Danio rerio) es uno de los organismos mas utilizados en el campo biomédico
puesto que presenta ventajas sobre otros modelos animales como: pequefio tamafio (entre 3y 5
cm) y facil manejo, fecundacion externa, alta fecundidad (cada hembra puede poner més de 100
huevos a la semana), rapido desarrollo (alcanzan la maduracion sexual en tres meses) y
transparencia oOptica que permite observar su desarrollo en tiempo real y aplicar técnicas de
imagen avanzadas (Alestrém et al., 2006). Ademas, la secuenciacion de su genoma se inicié en
el 2002 y finalizé en el 2013 y su informacién es actualizada frecuentemente (Lawson et al.,
2022). Su comparacién con el genoma humano demostré que un 71,4% de los genes humanos
tienen un ortélogo en el pez cebra. De los genes humanos implicados en las enfermedades se
comprobd que un 82% estaban presentes en el pez cebra (Howe et al., 2013). Ademas, al igual
que el genoma humano, el genoma del pez cebra es altamente repetitivo, el 55% de su genoma
estd formado por repeticiones, principalmente de transposones de ADN. En contraste, los
elementos repetitivos del genoma humano (que comprenden el 66% del genoma) son su
mayoria retrotransposones (Chalopin et al., 2015). Sin embargo, parte del genoma del pez cebra
se presenta duplicado puesto que al igual que el resto de los teledsteos, ha sufrido la duplicacion
del genoma completo de los actinopterigios (Glasauer y Neuhauss, 2014). El pez cebra posee
26206 genes codificantes de proteinas, muchos méas que cualquier vertebrado secuenciado
anteriormente con duplicados de una media del 20-24% de sus genes, probablemente debido a
la duplicacién del genoma completo (Howe et al., 2013). Estos duplicados en algunos casos
proporcionan ventajas en la creacién de modelos como subfuncionalizacion, lo que permite
estudiar fenotipos pleiotrépicos (Fleish et al., 2008; Good et al., 2012; Lagman et al., 2015)
pero en otros casos dan lugar a desventajas como la redundancia génica que hace imposible
crear un modelo de pérdida de funcion de determinados genes puesto que la otra copia, lo
compensa (Hinits et al., 2012; Manoli y Driever, 2014). Por lo que hay que tener cautela al
escoger los genes para crear modelos de pez cebra.

El pez cebra al igual que el resto de los modelos animales, estan sometidos a las directivas
de la Comisién Europea (directiva 2010/63/EU) para la proteccion de los animales de
experimentacion y al Real decreto RD 53/2013 para el cuidado animal y de experimentacion.
Por ello se espera que cumplan las 3 Rs o los principios basicos de experimentacion animal que
son reemplazo, reduccion y refinamiento que consisten en reemplazar los modelos animales
siempre que sea posible por modelos menos sensibles al dolor, la reduccién del nimero de
ejemplares utilizados en los protocolos de experimentacion y el refinamiento que alude al uso
de procedimientos que reduzcan al minimo el sufrimiento animal (Clark et al., 2018). El pez
cebra es un modelo con un sistema nervioso mas simple que los modelos murinos, por lo que
se les presupone menor sufrimiento, siendo estos aptos para reducir y en gran medida
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reemplazar otros modelos més complejos. El refinamiento se da en los estudios de pez cebra
debido a que su fertilizacion externa y transparencia permite observaciones no invasivas.
Ademas, en general se utilizan embriones que todavia no poseen un sistema nervioso
completamente desarrollado (Cassar et al., 2019). La mayor parte de experimentos realizados
con pez cebra, incluidos la creacion mediante edicion génica de lineas mutantes se llevan a cabo
antes del quinto dia de vida por lo que estos procedimientos no estan recogidos ni en el real
decreto RD 53/2013 ni en las directivas de la Comision Europea (directiva 2010/63/EU) antes
mencionadas, que solo contempla larvas de alimentacion auténoma, lo que en el pez cebra
comienza a partir de 5 dpf (dias post-fecundacion).

El pez cebra surgié en 1930 como modelo de estudio del desarrollo (Oppenheimer, 1936)
debido a que, su crecimiento es rapido y se pueden observar con facilidad las distintas etapas
de su desarrollo y organogénesis in vivo ya que conserva la transparencia Optica en sus primeras
etapas embrionarias y larvarias (Lieschke y Currie, 2007). La clonacion del pez cebra se public
en los afios 80 (Streisinger et al., 1981). Entre los afios 80 y 90 con el surgimiento de las técnicas
de mutagénesis, el laboratorio de Nusslein-Volhard realiz6 en pez cebra el mayor screening de
mutaciones en un animal vertebrado que se habia hecho hasta la fecha (Kane et al., 1996). El
libro de pez cebra o “zebrafish book™ en el que se trataba de estandarizar protocolos de cria,
estabulacién y procedimientos en el pez cebra se publicé en el afio 1993. EI manual se hizo muy
conocido y fue revisado en varias ocasiones (Westerfield, 2000; Eisen, 2020). Desde entonces
el uso del pez cebra como animal de laboratorio ha aumentado de forma exponencial a lo largo
de los afios (figura 2). A lo largo de los ultimos afios, segun el interés del pez cebra como
modelo aumentaba, se desarrollaron diferentes estrategias de mutagénesis (Howe et al., 2013)
(figura 3).

1948

Figura 2: Publicaciones de pez cebra a lo largo de los afios. Grafica obtenida de Pubmed
(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/ consultada el 10/02/2023), ligeramente modificada.

Los primeros tipos de peces cebra mutantes se obtuvieron mediante mutagénesis directa.
Esta consiste en que se provoca una mutacion con la que se observa un fenotipo y luego se
estudia su base genética (genotipo). Esta mutagénesis puede ser quimica, mediante radiacion o
insercional y siempre es aleatoria ya que no puede ser dirigida a un gen especifico. En el 2000
surgid un tipo de mutagénesis quimica denominada Tilling (En inglés: Targeting Induced Local
Lesions in Genomes, en espafol: Lesiones locales inducidas dirigidas a genomas) que consiste
en causar mutaciones en los peces a partir del mutdgeno ENU. ENU también llamado N-ethyl-
N-nitrosourea, es un potente mutageno, en ratones es capaz de crear una mutacion cada 700
loci; ademas suele producir mutaciones puntuales. Para su aplicacion se provocan las
mutaciones solo en los machos y se produce una libreria de esperma a partir de estos. Estos se
cruzan con una hembra salvaje y se buscan las mutaciones que posee la descendencia por PCR
y secuenciacion. Este método es muy laborioso ya que se requiere el mapeo del gen afectado
mediante cartografia genética y estudios de asociacion, para lo que también son necesarias
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grandes instalaciones para separar a los individuos con distintas mutaciones. (Wienholds et al.,
2003; Amsterdam et al., 2006; Huang et al., 2012). Mediante tilling se crearon mutantes de
40000 alelos de pez cebra (el 60% de los genes codificantes) en el proyecto Zebrafish mutation
proyect del instituto Sanger que tuvo lugar del 2011 al 2016. En Europa es posible adquirir
estas lineas a través del European Zebrafish Resource Center (EZRC) y en Estados Unidos a
partir del Zebrafish International Resource Center (ZIRC) (Geisler et al., 2016).

5 013
2008 =
1992 =G X
1983 X
K CR‘SPRlcaSQ
1s peces cebra @
mutantes
ENU Morfolinos ZFN TALEN CRISPR
Mutd N-ethyl-N- ligd
Componentes = oeeno R-€thy Oligomeros ZFN-Foki TALEN-Foki cas9 gRNA
nitrosourea antisentido
Tipo mutagénesis KO Knock down KOy Kl KOy Kl KOy KI
Eficiencia Baja, aleatoria Alta Baja Moderada Muy alta
Coste Alto Muy econdmico Alto Moderado Econémico
Creacion Muy dificil Muy sencilla Dificil Dificil Sencilla
Efectos off-target Altos Altos Moderados Altos Bajos

Figura 3: Principales métodos de mutagénesis en pez cebra. KO: knock out y Kl: knock in.

A continuacion, surgieron diversos tipos de mutagénesis reversa, la cual esta dirigida al
gen y no al fenotipo, se modifica la secuencia génica y se observa el impacto de este cambio en
el fenotipo del organismo (Huang et al., 2012).

En el afio 2000 aparecio la técnica de los morfolinos que, con su simplicidad, facilitd
mucho la creacion de modelos en pez cebra. Estos son oligdmeros antisentido analogos de
acidos nucleicos que bloguean el acceso de otras moléculas al ARN, disminuyendo por tanto la
funcién del gen al impedir al ARNm traducirse en una proteina o blogueando el corte y
empalme de la proteina (provocando lo que se conoce como knock down) (Nasevicius y Ekker,
2000). Los morfolinos a pesar de ser modelos transitorios (puesto que el ARN se degrada muy
rapido) son muy Utiles para conocer la funcién de un gen, sin embargo, su principal desventaja
es que pueden producir efectos off target o efectos fuera de su sitio objetivo. Con el desarrollo
de nucleasas especificas de sitio programables, se comprobd que aproximadamente el 80 % de
los fenotipos de morfolinos no se observaban en los embriones mutantes, por lo que se considera
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que un modelo de morfolinos siempre debe de ser verificado con un modelo mutante estable
(Stainier et al., 2017).

El desarrollo de nucleasas especificas de sitio artificiales tales como nucleasas de dedos de
zinc (ZFNs) descubiertas en los afios 90 (Kim et al., 1996) y nucleasas efectoras del tipo
activador de transcripcién (TALENS) que se empezaron a utilizar en el 2010 (Christian, et al.,
2010) permitié la investigacion de los fenotipos de pérdida de funcidn de genes de interés.
Mediante las nucleasas se puede insertar, eliminar o sustituir el ADN de un organismo. Tanto
ZFNs como TALENS se componen de un dominio de unién al ADN (dominio de dedo de zinc
0 de dominio TALE) y el dominio catalitico de nucleasa Fokl. Las roturas de cadena doble
(DSB) inducidas por ZFNs o TALENS en el locus genémico especifico pueden ser reparadas
por la union de extremos no homologos (NHEJ) o recombinacion homdloga (HR). NHEJ utiliza
una variedad de enzimas para unir directamente el DNA de DBS, HR en cambio utiliza una
secuencia homologa con molde para la regeneracion de la secuencia de DNA en el punto de
rotura. La reparacion mediada por NHEJ a menudo introduce mutaciones de insercion y / o
delecion (indel) en el sitio de las DSBs, dando como resultado mutaciones de desplazamiento
del marco de lectura que alteran la funcidn génica y producen pérdida de funcion o knock out.
A la inversa, HR en presencia de un modelo donante da como resultado una precisa
modificacion del genoma por insercion génica o knock in. En general, ambos ZFNs y TALENs
son potentes herramientas para la edicidn génica, sin embargo, son técnicas bastante laboriosas
ya que consisten en proteinas de fusién relativamente largas que consisten en un dominio de
unién al DNA y el dominio catalitico de la nucleasa Fokl (Huang et al., 2012).

Mas recientemente (en 2013) surgidé la tecnologia CRISPR/Cas9. Esta tecnologia fue
descubierta mediante la investigacion de Francis Mojica del sistema inmune de procariotas que
protege a las bacterias y arqueas de la invasion de virus y plasmidos (Mojica et al., 2005). Las
secuencias CRISPR (en inglés: clustered regularly interspaced short palindromic repeats, en
esparfiol: repeticiones palindromicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas) consisten
en repeticiones cortas palindrémicas con secuencias cortas intercaladas de DNA externo, que
reconocen las secuencias externas mediante su unién a ellas. Tienen dos partes: el crRNA que
marca el lugar de corte de las enzimas asociadas Cas (acrénimo de proteina asociada a CRISPR)
mediante apareamiento de bases y el tracrRNA se une al crRNA para dar lugar a un RNA duplex
gue se asocia a las proteinas nucleasas cas para dar lugar a un doble corte, en ambas hebras del
DNA externo. Tras las repeticiones cortas palindromicas se encuentran segmentos cortos de
ADN espaciador (provenientes de exposiciones previas a virus) que reconocen secuencias
especificas y guian a las nucleasas cas para cortar y degradar esos segmentos exdgenos (Jiang
y Doudna, 2015).

Actualmente se considera que hay dos clases de CRISPR/Cas que contienen 6 tipos
principales y 33 subtipos en total que se clasificaron a partir de la organizacion de su locus y
de la conservacidn de sus genes (Makarova et al., 2020). Para la edicion génica se optimizé el
sistema CRISPR/Cas9 tipo Il de Streptococcus pyogenes. Este sistema es muy simple y consiste
en una endonucleasa Cas 9 y en dos pequeiios ARNs: CRISPR ARN (crRNA) y en un ARN de
transicion (tracrRNA). La edicidn genica a partir de este sistema es muy sencilla puesto que
solo se necesita un ARN sintético guia (JQRNA) complementario a la secuencia diana, que
consiste en una fusion de crRNA y tracrRNA capaz de reconocer la secuencia diana y guiar a
la cas9 para producir roturas de ADN de doble cadena en un sitio especifico del ADN diana. Al
igual que en ZFN y TALENS las roturas se pueden reparar a través de NHEJ o HR (Doudna y
Charpentier, 2014).
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La eficiencia de la mutagénesis knock out mediante CRISPR/Cas 9 es muy alta, alcanzando
el 86% y es heredable (Guo et al., 2016) sin embargo la eficiencia del knock in es mucho mas
baja alcanzando como maximo un 25% (Kimura et al., 2014). El sistema de CRISPR/cas9 tiene
eficiencias similares de edicion génica que ZFNs 'y TALENS, sin embargo, a diferencia de estos,
el gRNA es el Unico componente que necesita personalizacion para cada gen diana, lo que lo
que simplifica enormemente el disefio y reduce los costes (Doudna y Charpentier, 2014).

El pez cebra ha demostrado ser muy util como modelo en diversas enfermedades
neurodegenerativas (Kozol et al., 2016). La organizacion de su sistema nervioso es similar a la
de otros vertebrados incluyendo los humanos, puesto que dispone de las areas principales del
sistema nervioso central: prosencéfalo, mesencéfalo, rombencéfalo y médula espinal (figura 4).
Estas regiones presentan identidades neuroquimicas (neurotransmisores y receptores) y
conectividad entre areas, similares a las de los humanos. Carece no obstante de algunas areas
presentes en el cerebro humano como la protuberancia, los tractos corticotalamicos y
corticoespinales (Kozol et al., 2016). Sin embargo, su sistema nervioso mas sencillo supone
una ventaja, puesto que simplifica los estudios funcionales de los circuitos neuronales y los
estudios de comportamiento y su transparencia optica permite el estudio in vivo de su sistema
nervioso (Goulding, 2009). Ademas, se han desarrollado numerosos softwares y equipos
(Viewpoint por ejemplo) que permiten una simplificacion de la cuantificacion de sus fenotipos
comportamentales (Xi et al., 2011). A pesar de los numerosos modelos generados en pez cebra,
no hay revisiones exhaustivas especificas de los modelos generados para ataxias en pez cebra.
Esto supone una gran limitacion a la hora de conocer los avances hechos en la caracterizacion
de fenotipos, las técnicas experimentales y los esfuerzos empleados en la busqueda de farmacos.

Figura 4: Sistema nervioso del pez cebra. El bulbo olfativo (BO) y el telencéfalo (Tel) pertenecen
al prosencéfalo, el techo optico (TeO) al mesencéfalo y el cerebelo (Ce) al rombencéfalo. Se ilustran
también el bulbo raquideo (o la médula oblongada MO) y la médula espinal (ME).

El pez cebra también ha sido ampliamente utilizado como modelo para el estudio de
enfermedades metabolicas puesto que posee todos los érganos necesarios para el control
metabolico en humanos. El pez cebra al igual que otros teledsteos, alberga grasa blanca pero
no se han encontrado acimulos de grasa parda debido a que son poiquilotérmicos. Los lipidos
se almacenan principalmente como triacilgliceroles en depdsitos de adipocitos viscerales,
intramusculares y subcutaneos. Al igual que en mamiferos los lipidos son hidrolizados por
lipasas y emulsionados por los &cidos biliares en el intestino y se transportan en la sangre a
través de lipoproteinas. Sin embargo, comparados con mamiferos tienen un elevado contenido
en lipidos y colesterol siendo estos especialmente abundantes en el vitelo en la etapa
embrionaria. En el sistema nervioso, al igual que en otras especies, la mayor parte de los lipidos
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forman parte de la mielina, en pez cebra los més abundantes son la fosfatidiletanolamina, la
fosfatidilcolina y el colesterol (Holttd&-Vuori et al., 2010). Los modelos de pez cebra se han
utilizado en enfermedades metabolicas como la obesidad, la diabetes tipo 2, ateroesclerosis y
la esteatohepatitis no alcohdlica entre otras. En estos modelos el pez cebra debido a su
transparencia optica y pequefio tamafio, permitié la caracterizacion de diversos procesos
moleculares y celulares in vivo. Por ejemplo, se ha podido medir la acumulacion, absorcién y
transporte de lipidos en tiempo real mediante la administracion de analogos de lipidos
fluorescentes y también se pudieron realizar imagenes in vivo de la activacion neuronal
hipotalamica utilizando indicadores de Ca?* fluorescentes dirigidos a distintas poblaciones
neuronales (Seth et al., 2013).

En esta tesis nos hemos centrado en el estudio de dos ataxias, una dominante: la ataxia tipo
36 (SCA36) y otra recesiva, la enfermedad de Niemann Pick tipo C puesto que son dos
enfermedades de interés debido al alto ndmero de pacientes que hay en el grupo de
Neurogenética.

La SCA36 también llamada ataxia da Costa da Morte o ataxia del rio Asida es un tipo de
ataxia dominante de inicio tardio que presenta el fenotipo clésico de las SCAs: deterioro de la
marcha, hipoacusia sensorial e implicacion de las neuronas motoras (atrofia y fasciculaciones
linguales). Fue descubierta en Galicia (donde recibe el nombre de ataxia da Costa da Morte) y
en Japon (donde es llamada: ataxia del rio Asida). Es causada por la repeticion GGCCTG en el
intron 1 del gen NOP56. (Kobayashi et al., 2011; Garcia-Murias et al., 2012; Ikeda et al., 2012).
NOP56 es una proteina nucleolar esencial conservada desde arqueas a humanos que interactda
con NOP58 y FBL para formar el complejo C/D de ribonucleoproteina nucleolar pequefia
(snoRNPs). Entre las funciones de NOP56 se incluye ser un factor central en el ensamblaje y
funcionamiento del snoRNPs, complejo que se encarga de la formacién de la subunidad
ribosomica de 60S, de la metilacién de residuos especificos en los ARN ribosémicos
precursores (pre-rARNS) y las escisiones endonucleoliticas de la transcripcion primaria 35S de
los ARN ribosémicos (Nepomuceno-Mejia et al., 2018). NOP56 (al igual que otras proteinas
pertenecientes a sSnoRNPs) se ha relacionado estrechamente con la expresion oncogen
promoviendo la formacién de tumores en canceres como la leucemia mieloide aguda o el
linfoma de Burkitt. Sin embargo, también se ha encontrado que inhibe la proliferacion de
algunos tumores como aquellos derivados de mutaciones en el gen KRAS. Esto es debido a que
NOP56 que se participa en varias vias de sefializacion esenciales para el desarrollo como
p38/MAPK y JAK/STAT. Por ello, se sugirio que los niveles de mRNA de NOP56 podrian ser
un biomarcador potencial de tumores (Mannoor et al., 2012; Zhang et al., 2021; Zhao et al.,
2023). En la SCA36, los alelos normales presentan repeticiones de GGCCTG que varian entre
3 y 14 repeticiones y los alelos patoldgicos suelen tener 650 0 mas repeticiones con
inestabilidad meidtica, aunque se han encontrado expansiones intermedias (30-50 repeticiones)
que se presuponen patoldgicas. (Kobayashi et al., 2011; Garcia-Murias et al., 2012; Ikeda et
al., 2012). Se ha propuesto que su patologia da lugar a mecanismos de ganancia de funcién
toxica puesto en modelos celulares se ha demostrado que se producen acumulaciones focales
de ARN y de dipéptidos resultantes de la traduccion RAN (traduccion no mediada por ATG).
Las acumulaciones focales intracelulares de ARNs en el encéfalo alteran la funcion normal de
los factores involucrados en la transcripcion y el empalme de las proteinas a través del secuestro
de proteinas de union al ARN, dando lugar a perdida neuronal en las células de Purkinje y en
los ndcleos dentados cerebelosos (McEachin et al., 2020). En modelos de ratones en los que se
inyectaron expansiones patologicas de SCA36 se observaron inclusiones de dipétidos y
acumulaciones focales de ARN en el cerebro, pérdida de células de Purkinje y defectos
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locomotores (McEachin et al., 2020; Todd et al., 2020). A pesar de los estudios de modelos de
ratobn de SCA36, los tratamientos actuales para la SCA36 Unicamente se limitan a aliviar los
sintomas y no se dirigen a los mecanismos bioldgicos subyacentes. Debido a la interaccion de
NOP56 en multiples vias moleculares, resultaria interesante conocer como la infraexpresion de
esta proteina podria afectar molecular y fenotipicamente a un organismo vertebrado.

La enfermedad de Niemann Pick tipo C (NPC) es un trastorno metabdlico de herencia
autosdmica recesiva con gran variabilidad en sus manifestaciones clinicas, entre las que es
habitual la presencia de ataxia, ademas de distonia, parkinsonismo, alteraciones cognitivas y
psiquiatricas. Aungue suele tener un inicio temprano, puede presentarse también en el adulto,
por lo que debe incluirse en el diagndstico diferencial de las ataxias de inicio tardio. Desde el
punto de vista bioquimico e histopatologico el NPC se caracteriza por la acumulacion de lipidos
en distintos 6rganos. A nivel visceral puede cursar con hepatoesplenomegalia. En la mayor
parte de los casos (estimado en un 95%) se debe a mutaciones en el gen NPC1, en el resto de
los casos la enfermedad es causada por mutaciones en el gen NPC2 (Walkley y Suzuki, 2004;
Vanier, 2010). Ambos genes tienen funciones en el transporte intracelular de lipidos, por lo que
su déficit interfiere en el transporte normal de lipidos desde los endosomas y lisosomas hasta el
aparato de Golgi y la membrana plasmatica, lo que ocasiona su acumulacion (principalmente
colesterol y esfingomielina). Aunque la acumulacion de lipidos ocurre en todos los tipos
celulares, las neuronas son espacialmente vulnerables ante las deficiencias de NPC1. Ademas,
la expresién de NPCL1 en las neuronas no solo ocurre en los cuerpos celulares, sino también en
los terminales de los axones y en los sinaptosomas. Por lo que se cree que NPC1 podria tener
también funciones sinépticas (Gascon-Bayarri et al., 2022). Se han identificado hasta la fecha
mas de 460 mutaciones patogénicas a lo largo del gen NPC1 y se relacionaron con diversos
grados de patogénesis que varian entre inicio temprano y enfermedad del adulto lentamente
progresiva. Debido al alto nimero y variabilidad de variantes (algunas de ellas “privadas” esto
es, restringidas a un solo caso o a una sola familia), junto con la gran heterogeneidad de las
manifestaciones clinicas incluso entre pacientes portadores de las mismas variantes, hace muy
dificil poder establecer una correcta correlacién genotipo-fenotipo (Fernandez-Valero et al.,
2005; Dardis et al., 2020). Ademas, la alta variabilidad fenotipica entre individuos de la misma
familia (e incluso en gemelos monocigéticos), hace sospechar que esta enfermedad se produce
como resultado de la interaccion de factores genéticos y ambientales. Estos podrian ser eventos
epigenéticos como cambios en la metilacion del ADN o en la acetilacion de histonas, que son
sensibles a estimulos externos. Sin embargo, se ha observado que los fenotipos severos o letales
infantiles se asociaron con mutaciones nulas, mientras los pacientes afectados por mutaciones
de cambio de sentido presentaban fenotipos mas leves de inicio juvenil o adulto (Dardis et al.,
2020). Actualmente el Unico tratamiento disponible para la enfermedad es Miglustat que inhibe
la glucosilceramidasa Beta 2 y retrasa la progresion de los sintomas neurolégicos. Actualmente
también se esta probando en pacientes de NPC, el medicamento Efavirenz que es un inhibidor
no nucledsido de la transcriptasa inversa que se utiliza principalmente para tratar la infeccion
por el virus de la inmunodeficiencia humana. En pacientes con NPC este medicamento actla
corrigiendo los cambios sinapticos debidos a la deficiencia de NPC1 y por lo tanto
compensando las alteraciones cognitivas y psiquiatricas (Gascon-Bayarri et al., 2022). No hay
ningun tratamiento disponible para los sintomas digestivos (Ridley et al., 2013). La proteina
NPC1 esta formada por 13 dominios transmembrana entre los que se encuentran un dominio
N-terminal, un dominio medio luminal, un dominio de deteccién de esteroles y un dominio C-
terminal asociado a un bucle luminal rico en cisteina. En torno a un 45% de las mutaciones en
el gen NPC1 se encontraron en el bucle luminal rico en cisteina y se asociaron principalmente
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a pacientes con alteraciones neuroldgicas de inicio infantil y alteraciones del colesterol severas
(Millat et al., 2001; Ribeiro et al., 2001; Park et al., 2003; Gelsthorpe et al., 2008). Se
desarrollaron diversos modelos animales para NPC en los cuales se reprodujeron los sintomas
digestivos y neuroldgicos de la enfermedad y ademés fueron empleados para testar farmacos.
Entre ellos se crearon dos modelos mutantes en pez cebra para npcl en el dominio N-terminal,
ambos tenian una elevada mortalidad en periodo juvenil, retraso del crecimiento, acumulacion
de lipidos en el higado y otros érganos digestivos y alteraciones locomotoras (Lin et al., 2018;
Tseng et al., 2018; Tseng et al., 2021).
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Objetivos

Los objetivos especificos de esta tesis doctoral son:

- Conocer y comparar la contribucion de los estudios realizados hasta la fecha en modelos
de pez cebra de ataxias dominantes, recesivas y ligadas a X, analizando sus aportaciones tanto
en la caracterizacion de sus mecanismos como en la busqueda de posibles tratamientos.

- Estudio fenotipico, celular y molecular de una linea de pérdida de funcion de nop56, el
gen causante de SCA36.

- Creacién de una linea de SCA36 mediante la insercion de expansiones repetidas
intermedias (30-50 repeticiones) y su caracterizacion.

- Generacidn y caracterizacion fenotipica y molecular de una linea de pez cebra knock out
para npcl, el gen causante de la enfermedad de Niemann-Pick C (NPC).
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Material y métodos

En esta seccion se describen brevemente los materiales y métodos utilizados en este trabajo.
Informacion mas detallada se puede encontrar en la seccion de material y métodos de cada uno
de los capitulos, con la excepcion de los experimentos para generar un modelo con la expansion
de SCA56 (datos no publicados).

Para la revision de los estudios de modelos de pez cebra de ataxias se examinaron en las
bases de datos ZFIN y Pubmed todas las publicaciones relacionadas con el pez cebra referentes
a genes causantes de ataxias. Para la busqueda de los genes causantes de ataxias, estos estudios
se basaron en la clasificacion de Bird de 2019 de ataxias.

Los peces cebra utilizados en este trabajo pertenecen al animalario de pez cebra del
departamento de Zoologia, Genética y Antropologia Fisica de la Universidad de Santiago de
Compostela (codigo de registro: ES270280346401 AE-LU-003). Todos los procedimientos
empleados fueron aprobados por el Comité de Bioética de la Universidad de Santiago de
Compostela y de la Xunta de Galicia (numero de expediente: 03/20/LU-003) y siguen las
regulaciones y leyes establecidas por la Union Europea (2010/63/UE) y por el Real Decreto
1386/2018 para la experimentacion animal.

Para la creacion de un modelo con la expansion de SCA36 se amplificd el ADN de pacientes
con expansiones de entre 30 y 50 repeticiones y de controles de 9 repeticiones con el kit
AmpliTag Gold 360 (Applied Biosystems; Waltam, USA) y los primers: 2581 Fb: 5’
CGACGGTGGGGGTTTC 3’y NOL5A-1R: 5> AACGCAACCTCAGCGTCT 3°. Se utilizé el
protocolo de termociclador: 95°C 10 min; 35 ciclos de: 95°C 1 min, 60°C 1 min y 72°C 4 min
y +10s cada ciclo; 72°C 15 min. El éxito de la amplificacion se comprobd mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1%. Se clonaron 4pul de PCR con 1pul de vector TOPOy 1 pul
de solucion salina del kit PCR8 pCR8/GW/TOPO TA Cloning Kit (Thermofisher; Waltam,
USA) la reaccion se incub6 durante 30 min. La transformacion bacteriana se realiz6 con One
Shot TOP10 E.coli (Thermofisher) afiadiendo 2ul de la reaccion de clonado, tras la incubacién
con el protocolo recomendado por el fabricante, entre 30 y 50 pl del cultivo bacteriano se
sembré en placas LB con 100 pg/ml de espectinomicina hasta el dia siguiente. Las colonias
resultantes se recrecieron en LB liquido con 100 pg/ml de espectinomicina y las 12h se
purificaron con el protocolo recomendado de Purelink Quick Plasmid Miniprep Kit
(Thermofisher) y después se corrieron en un gel de agarosa de bajo punto de fusion al 1,5% y
se extrajeron las bandas con PureLinkR Quick Gel Extraction Kit (Thermofisher) utilizando el
protocolo recomendado por el fabricante. Finalmente se realiz6 la secuenciacion Sanger de las
colonias extraidas mediante miniprep con el sistema 3730xI DNA Analyzer (Thermo Fisher
Scientific).

El modelo de pez cebra de nop56 fue obtenido a través del European Zebrafish Resource
Center (EZRC). Se analizé el genotipo de embriones procedentes de cruces de heterocigotos a
distintas edades (de 1 a 7 dpf) para estimar su porcentaje y poder determinar si habia diferencias
de supervivencia. Se realizé una caracterizacion exhaustiva de su fenotipo mediante la toma de
iméagenes por microscopia confocal (Leica TCS SPE, Leica Microsystems; Wetzlar, Alemania)
y de fluorescencia con el microscopio invertido (AZ100 Multizoom, Nikon; Tokio, Japén) vy el
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uso de los anticuerpos: rabbit anti-5-HT (Immunostar; Still Water, USA), Zebrin Il (mouse
anti-Aldolase C; regalado por el profesor Richard Hawkes), alpha-tubulin (Sigma-Aldrich;
Saint Louis, USA) o SV2 (DSHB; lowa, USA). La locomocion se analizdé mediante la
cuantificacion de la distancia recorrida en un periodo de una hora alternando luz y oscuridad y
mediante el andlisis de la distancia recorrida tras el test de escape con el equipo Zebrabox
(Viewpoint). (Viewpoint; Civrieux, Francia). Se utiliz6 la tincion de naranja de acridina para
cuantificar la apoptosis y se realizé un analisis de expresion mediante RT-gPCR.

El modelo de pez cebra de npcl se cre6 mediante la técnica CRISPR/cas9 (Doudna y
Charpentier, 2014). Los gRNAs se disefiaron mediante la aplicacion CRISPRscan (Moreno-
Mateos et al., 2015) y se inyectaron en embriones de estadio de una célula junto a la proteina
de la cas9 (True cut cas9, Thermofisher). Se analizé el genotipo de embriones procedentes de
cruces de heterocigotos a distintas edades (de 1 a 6 semanas postfecundacion, spf) para estimar
su porcentaje y poder determinar si habia diferencias de supervivencia. Su fenotipo fue
analizado tanto por la toma de imagenes con un microscopio invertido (AZ100 Multizoom,
Nikon) como a partir de cortes histoldgicos. La locomocion se analizd mediante la
cuantificacion de la distancia recorrida en un periodo de una hora alternando luz y oscuridad
con el equipo Zebrabox (Viewpoint). Se realizd una tincion inmunohistoquimica con el
anticuerpo monoclonal anti-Niemann Pick C1 (ab134113, Abcam; Cambridge, UK). Se
utilizaron tinciones de lipidos de filipina (Polysciences; Warrington, UK), de esfingomielina
(sphingomyelin bodipy D3522, ThermoFisher) y de colesterol (Topfluor Cholesterol 810255P,
Avanti; Webster, USA). Por ultimo, se realiz6 un analisis por RNAseq comparando el nivel de
expresion del transcriptoma completo en mutantes y controles de la casa comercial Novogene
(Cambridge, UK). Se estudid el perfil lipidico de mutantes y controles obtenidos a través de la
casa comercial Lipotype GmbH (Dresde, Alemania).
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Discusion

Las ataxias son un grupo heterogéneo de enfermedades que tienen en comun la disfuncién del
cerebelo y sus conexiones (Koeppen et al., 2013). Desde el punto de vista molecular la mayor
parte de las proteinas afectadas interaccionan en multiples rutas y mecanismos en comun
independientemente de su herencia autosémica dominante o autosémica recesiva (Smeets y
Verbeek, 2014; Eidhof et al., 2019). La frontera entre ataxia autosémica dominante y
autosomica recesiva es difusa debido no solo a las rutas moleculares que comparten sino
también a los fenotipos superpuestos y a los genes que comparten (Sidransky et al., 2009). Estas
enfermedades son discapacitantes y carecen de tratamiento mas alla de paliativos para algunos
de sus sintomas, por lo que son necesarios modelos in vivo adecuados tanto para poder estudiar
sus mecanismos patogénicos como para la busqueda de tratamientos efectivos. El pez cebra es
un modelo interesante para la investigacion biomédica debido a su disposicion corporal similar
al ser humano y a su homologia gendmica de mas del 70% (Howe et al., 2013). Ademas,
presenta ventajas sobre otros modelos vertebrados como son su alta fertilidad, tiempos de
generacion mas cortos, ser facil de estabular y criar, ademas de ser mas barata su produccién,
lo que hace posible la produccion de modelos a gran escala (Lieschke y Currie, 2007). Por lo
tanto, en esta tesis hemos estudiado la contribucién del pez cebra al estudio de las ataxias
autosémicas dominantes y ligadas a X (capitulo 1), hemos generado un modelo de pérdida de
funcién para el gen nop56, causante de SCA36, una ataxia autosdémica dominante (capitulo 11),
hemos estudiado la contribucion del pez cebra al estudio de las ataxias autosomicas recesivas
(capitulo I11) y hemos generado un modelo para NPC, una ataxia autosomica recesiva (capitulo
V).

En el capitulo | de esta tesis hemos revisado la contribucion de 24 estudios de modelos de
pez cebra para 11 tipos de ataxias autosémicas dominantes, de 10 estudios de X-fragil y
sindrome del temblor/ataxia asociado a X-fragil causado por mutaciones en el gen FMR1
(FXTAS/FMRL). En total se revisaron 36 modelos distintos de pez cebra de ataxias dominantes
y 7 modelos de pez cebra para X-fragil y FXTAS/FMRL1. De estos modelos un 49% (18 modelos
de ataxias dominantes y 3 de X-fragil y FXTAS/FMR1) fueron creados mediante knock down
con morfolinos (con la excepcién de uno de los modelos de X-fragil y FXTAS/FMRL1 para el
que se utilizé knock down mediante DNAzyme). Los morfolinos son modelos transitorios
debido a que al consistir en oligdmeros antisentido, se degradan en pocos dias. Estos fueron
muy populares desde su aparicion, puesto que son un modelo de aplicacion sencilla y
econdmica. Sin embargo, su utilidad para el estudio de las ataxias dominantes es muy discutible
puesto que siendo modelos transitorios no permiten modelizar la enfermedad maés alla de dos o
tres dias y ademas no reproducen la ganancia de funcion tdxica asociada a estas enfermedades,
si no una completa pérdida de funcién. Unicamente pueden ser beneficiosos para estudiar la
funcién del gen o el efecto de mecanismos de pérdida de funcion. De todas formas, hay que ser
muy cautelosos con los estudios de modelos creados mediante morfolinos debido a que se ha
observado que esta técnica habitualmente produce un elevado numero de efectos “off-target”
lo que quiere decir que a veces provocan alteraciones genéticas lejos de su sitio objetivo.
(Heasman, 2002). Ademas, se ha indicado que en ocasiones los morfolinos causan fenotipos
mas letales a causa de una hibridacion oligonucleotidica que provoca un aumento de la carga
cationica asociada a la entrada del morfolino (Ferguson et al., 2014). Por ello se considera que
para su uso eficiente es necesario validarlos con pruebas como rescate de ARNmM,
inmunohistoquimica, RT-qPCR y Western blot o coinyeccion con un morfolino para p53 (para
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comprobar que no haya efectos off-target debido a la activacion de cascada apoptdtica mediada
por la proteina p53). Ademas, siempre hay que complementarlos con estudios en mutantes
(Stainier et al., 2017). En todos los estudios que se han revisado de ataxias dominantes y ligadas
a X en los que se han empleado morfolinos se ha observado un fenotipo altamente patolégico.
En todos ellos se ha utilizado algin método de validacion de los morfolinos siendo el mas
comun el rescate con mMRNA (en un 78% de los modelos) no patoldgico humano o de pez cebra.
También en un 50% de los estudios con morfolinos se ha comprobado el efecto de estos por
RT-gPCR o por Western blot en un 36% de los casos. Sin embargo, solo 2 de los 20 estudios
en los que se emplearon morfolinos coinyectaron p53 para comprobar que el fenotipo no se
debia a efectos off-target. Por lo que en los modelos restantes es muy discutible si el fenotipo
es debido a la inactivacién del mRNA o la proteina o a efectos fuera del sitio diana. A mayores,
unicamente en otro de los estudios en los que se utilizaron morfolinos, se cre6 también una
linea mutante por CRISPR/cas9 para el mismo gen que recapitulé el fenotipo patoldgico
observado en el morfolino (Carrillo-Rosas et al., 2019). También resulta curioso que un 28%
de los modelos de ataxias dominantes y ligadas a X que hemos estudiado en el capitulo | de
esta tesis, sean modelos mutantes de pérdida de funcién. Por lo que un total de un 77% de los
modelos estudiados no representan la ganancia de funcion tdéxica asociada a estas
enfermedades.

La creacién de modelos de pérdida de funcion de genes asociados a enfermedades por
expansion ha demostrado ser de interés para ayudar a comprender la funcion del gen y discernir
las causas y mecanismos fisioldgicos, moleculares y celulares de la proteina asociada. Por
ejemplo, en el caso de la ataxia espinocerebelosa tipo 37 (SCA37) cuyos sintomas son bastante
similares a los de la SCA36, los modelos de pérdida de funcion del gen implicado en la
enfermedad, reelina permitieron observar defectos laminares en las neuronas periventriculares
de la retina, posicionamiento atipico de las células de Purkinje, proporcién aumentada de
células de Purkinje y neuronas de tipo | ectopicas con proyecciones anormales de fibras
aferentes paralelas y ascendentes en las regiones dendriticas, células ectdpicas euridendroides
y células de la glia de Bergmann y reduccion de comportamientos exploratorios. Estos defectos
demostraron la implicacion de la reelina en la laminacidn sinaptica del sistema visual, en los
mecanismos que subyacen a la novedad social, en la migracion de neuronas y células gliales de
la zona ventricular y en la atraccion de axones aferentes por parte de las células de Purkinje y
de las neuronas de tipo | (Di Donato et al., 2018; Dalla Vecchia et al., 2019; Nimura et al.,
2019). Conocer las rutas celulares y moleculares es esencial en Gltima instancia para poder
buscar futuros tratamientos.

Una de las limitaciones en estudio de las ataxias dominantes es la dificultad para generar
modelos vertebrados de mutaciones que producen ganancia de funcidn toxica debido a
repeticiones de poliglutamina o repeticiones expandidas no codificantes. Es por ello por lo que
en los modelos de ganancia de funcion de ataxias dominantes en un 66% de ellos se utilizaron
modelos de pez cebra temporales que se inyectaron con ARN de las variantes patoldgicas en
caso de mutaciones con cambio de sentido o con constructos de ARN con distinto tamafio de
expansion de las repeticiones patoldgicas en el caso de las mutaciones consistentes en
repeticiones expandidas. En cuanto a los modelos permanentes de knock in, solo 2 estudios
crearon 3 modelos transgénicos con variantes patologicas de cambio de sentido para SCA13
que presentaban alteraciones en las células de Purkinje y alta mortalidad (Issa et al., 2012;
Namikawa et al., 2019) El unico modelo permanente entre aquellos que revisamos, que se ha
generado para ataxias dominantes en pez cebra con repeticiones expandidas es un modelo
transgénico para la ataxia de Machado-Joseph o SCA3 donde se inyectaron 23 (expansion no
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patoldgica) y 84 (expansion patologica) repeticiones de CAG. ElI modelo con la expansion
patoldgica tenia una locomocion reducida y acimulos de poliglutamina (Watchon et al., 2017).
Para X-fragil y FXTAS/FMRL resulta curioso que todavia no se haya creado ningun modelo
con las repeticiones expandidas en pez cebra. Recientemente, se optimizaron modelos de
CRISPR/cas knock in en pez cebra utilizando como donante ADN monocatenario largo en los
que se consiguid una eficiencia del 90%, muy superior al 15-25% de eficiencia obtenida con
anterioridad a partir de moldes donantes de ADN (Ranawakage et al., 2021). Debido a las
mejoras en la creacién de modelos de pez cebra mediante knock in, es muy posible que el
namero de lineas de pez cebra creadas mediante knock in aumente proximamente.

Otra limitacidn de los modelos de pez cebra de ataxias dominantes y ligadas a X estudiados
es que en su mayoria (un 80%) solo se realizaron anélisis en etapas embrionarias. Esto no es
muy sorprendente debido a que la mayoria de estos modelos consistian en modelos transitorios
como los morfolinos o la sobreexpresion de ARN y en algunos modelos mutantes como
aquellos utilizados para SCA13 (Issa et al., 2012; Namikawa et al., 2019) presentaban un
fenotipo altamente patoldgico. Sin embargo, los modelos mutantes de SCA3 (Watchon et al.,
2017) SCA37 (Dalla Vecchia et al., 2019; Nimura et al., 2019) y X-fragil y FXTAS/FMR1
(Den Broeder et al., 2009; Ng et al., 2013; Shamay-Ramot et al., 2015; Wu et al., 2017;
Constantin et al., 2020; Doll et al., 2020) se estudiaron en edad adulta. Desafortunadamente
con la excepcion de un estudio (Namikawa et al., 2019), todos ellos estudiaron adultos jévenes
y no a individuos de edades avanzadas. Las ataxias autosomicas dominantes y FXTAS/FMR1
se caracterizan por aparecer predominantemente a edades avanzadas, por lo que los futuros
estudios de peces mutantes para estas enfermedades deberian estar enfocados a ampliar el rango
de edades a analizar.

Uno de los objetivos principales de la presente tesis era la creacion de modelos de pez cebra
con diferentes tamafios de expansiones intrénicas hexanucleotidicas repetidas del gen NOP56
que causan ataxia espinocerebelosa tipo 36 (SCA36) también llamada ataxia da Costa da
Morte. Sin embargo, a pesar de los numerosos intentos, la amplificacion y clonacion de las
repeticiones en un vector para su posterior introduccion en el pez cebra, fue infructuosa. La
dificultad en este caso radico en que la repeticion hexanucleotidica GGCCTG posee un alto
porcentaje de GC, cerca de un 80%. La ampliacién de regiones con un alto porcentaje de GC
ha demostrado ser altamente compleja, debido que producen una mayor fuerza del enlace de
hidrégeno y generan estructuras secundarias que dificultan la desnaturalizacion y la union de
los cebadores. Ademas, pueden dar lugar a la detencién de la polimerasa de ADN resultando
en una extension prematura que se caracteriza por la formacion de productos no especificos
(Frey et al., 2008; Strien et al., 2013). En este caso a pesar de los diferentes protocolos probados
para lograr la amplificacion de regiones ricas en GC, solo se logro la amplificacion y clonacion
de la expansion no patoldgica de la SCA36 (9 repeticiones) y todos los intentos por amplificar
y clonar repeticiones expandidas intermedias de 30 a 50 repeticiones dieron lugar a la formacion
de productos no especificos.

En los dltimos afios se han creado modelos con la expansién de SCA36 en ratones
utilizando virus adenoasociados (AAV) (McEachin et al., 2020; Todd et al., 2020) las
expansiones fueron amplificadas a partir de PCRs anidadas incluyendo secuencias flanqueantes
5’y 3°. Estos modelos murinos mostraron caracteristicas propias de pacientes de SCA36 como
inclusiones de dipéptidos y focos de ARN en el cerebro, pérdida de células de Purkinje y
deterioro de la locomocion (McEachin et al., 2020; Todd et al., 2020). Se espera que en un
futuro se pueda crear un modelo de SCA36 con diferentes tamafios de expansiones repetidas en
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pez cebra probablemente mediante la generacion de fragmentos de oligonucle6tidos sintéticos.
Este es un procedimiento més sencillo debido a que no requiere amplificacion mediante PCR y
permite la generacion dirigida de secuencias de ADN altamente repetitivas altamente eficientes
mediante procedimientos de clonacién estandar (Scior et al., 2011).

Aunque se considera que la ganancia de funcion toxica de NOP56 debido a las repeticiones
expandidas no codificantes y a los focos de ARNm son las causantes de SCA36, otros estudios
en enfermedades causadas por zonas repetitivas de ADN, como la Esclerosis Lateral
Amiotrofica (ELA) sugirieron la posibilidad de la combinacion de mecanismos tanto de
ganancia de funcion tdxica como de pérdida de funcidn que actuan sinérgicamente en este tipo
de enfermedades (Cascella et al., 2016; Baskoylu et al., 2018). Debido a ello y a que no se
conoce la funcién de la proteina NOP56 ni lo que sucederia en el caso de una reduccion de los
niveles de ARNm o de la disfuncién de la proteina, en el capitulo Il de esta tesis se estudié un
modelo de pez cebra de pérdida de funcion del gen nop56. El estudio de un modelo de pérdida
de funcidn de nop56, podria ayudar no solo a aumentar el conocimiento sobre las funciones del
gen implicado, sino también a profundizar en los mecanismos celulares y moleculares
subyacentes a la patogénesis en la SCA36.

El modelo de pérdida de funcién de nop56 supone el primer estudio de pérdida de funcion
en nop56 creado en un vertebrado, ya que anteriormente solo se habia creado un modelo de
pérdida de funcion en Drosophila melanogaster, en el que Unicamente se estudiaron los
defectos en el desarrollo del I6bulo ptico (Wang et al., 2013). En el modelo de pez cebra
estudiado se observo un fenotipo altamente patoldgico, los mutantes carecian de cerebelo,
presentaban un reducido mesencéfalo, un tamafio corporal mas pequefio, una defectuosa
inervacion de los miémeros del cuerpo, edema cardiaco, y malformaciones en el oido, ojo y
mandibula que finalmente culminaba con la muerte antes de 7 dpf. La locomocion en este
mutante se encontr6 altamente comprometida. En la caracterizacion de su fenotipo destacan sin
embargo dos hallazgos: la apoptosis practicamente restringida al sistema nervioso y el reducido
namero de neuronas serotonérgicas de la médula espinal. La muerte celular especificamente de
células del sistema nervioso se observd en otras enfermedades neurodegenerativas y se
relaciond con que estas mutaciones afectaron a un conjunto de factores reguladores y
subconjuntos especificos de genes que son particularmente esenciales para la funcién normal
en las células y tejidos neuronales afectados (Matilla-Duefias et al., 2014). Seria interesante y
ayudaria al establecimiento de la patogénesis de la SCA36, caracterizar el transcriptoma de los
mutantes de nop56 para conocer los factores reguladores y subconjunto de genes afectados. El
sistema serotonérgico podria ser una diana para nuevos tratamientos para pacientes de SCA36
y otras ataxias, puesto que se ha observado en modelos animales de ataxia y de otras
enfermedades neurodegenerativas, que el tratamiento con agentes serotonérgicos mejoraba
sustancialmente la locomocion (Mochizucki, 2004; Takei et al., 2005; Chen et al., 2020; Liu et
al., 2020).

Ademas, mediante estudios de expresion por RT-gPCR del modelo de pérdida de funcion
de nop56, se observd afectacidn del procesamiento del ARN ribosémico, sobreexpresion de los
genes nop58 y fbl, que junto a nop56 forman parte de la caja C/D de la ribonucleoproteina
pequefia nucleolar que son requeridos para el ensamblaje de la subunidad ribosomal de 60S. Se
observo reducida expresion de los genes c9orf72 (implicado en la autofagia y en el trafico de
endosamas), fus (implicado en transcripcion empalme y exportacion al citoplasma del ARN y
la reparacion del ADN) y tardbp (involucrado en la transcripcion, en varios pasos de la
biogénesis y procesado del ARN y en la reparacion del ADN) que estan relacionados con la
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ELA, por lo que parece que ambas enfermedades podrian tener vias moleculares en comun.
También es interesante que la expresion de los genes ortologos zpldla y zpldlb que estan
directamente implicados en el desarrollo de la cupula del oido interno, el cual es responsable
del equilibrio, estaba muy reducida. En pacientes de ataxia se ha observado que el equilibrio es
altamente dependiente de la integridad del sistema vestibular del oido interno (los érganos
otolitos y los canales semicirculares), cuando su funcion estd comprometida, se producen
mareos 0 pérdida de equilibrio (Santos et al., 2017). Por ultimo, no resultdé sorprendente
encontrar expresion muy reducida de genes que se expresan en tipos especificos del cerebelo
(debido a su ausencia) como son ptfla y grid2 (que se expresan en las células de Purkinje e
intervienen en el desarrollo del sistema nervioso y en la neurotransmision y sinaptogénesis) y
de cbIn12 (que se expresan en las células granulares y tiene funciones en el mantenimiento de
las sinapsis) ni sobreexpresion de los genes p21 y p53 que estan relacionados con el control del
ciclo celular y la apoptosis, debido a la apoptosis restringida al sistema nervioso.

En el capitulo 111 de esta tesis hemos revisado la contribucion de 71 estudios de modelos
de pez cebra para 25 tipos de ataxias autosémicas recesivas. En total se revisaron 111 modelos
de ataxias recesivas de los cuales un 72% de ellos fueron creados mediante morfolinos, un 23%
eran modelos mutantes (un 42% creados mediante ENU, un 35% mediante CRISPR/cas9 y los
restantes mediante TALENS o transgénesis) y solo unos pocos fueron creados por otras técnicas
como sobreexpresion de ARN, modelos farmacologicos o sSiRNA. Al contrario de lo que sucede
con las ataxias dominantes, el empleo de los morfolinos para el estudio de las ataxias recesivas
podria resultar adecuado puesto que estas son consideradas enfermedades de pérdida de
funcién. Sin embargo, tal y como hemos dicho anteriormente, los morfolinos necesitan ser
validados. El 91% de los estudios de ataxias recesivas que emplearon morfolinos fueron
validados, siendo los métodos més comunes la RT-qPCR (51%) y el rescate mediante ARN
humano, murino o de pez cebra (44%). Ademas, hubo un aumento significativo respecto a los
estudios con ataxias dominantes del empleo de coinyeccién con p53 (en un 33% de los modelos)
para comprobar que el fenotipo no se debia a efectos off-target. Solo en un 15% de estos
trabajos, se compararon los modelos morfantes con modelos mutantes. Realizar la validacion
de los modelos de morfolinos mediante modelos mutantes es bastante comdn en los trabajos
mas recientes, por lo que préximamente los datos presentados por este tipo de modelos seran
considerados mucho mas significativos. En un 16% de estos estudios correspondientes a 5 tipos
de ataxias recesivas los peces no presentaron ninguno de los sintomas neuroldgicos asociados
con estas ataxias, pero si algun sintoma no neuroldgico. En varios de esos estudios se buscaba
analizar otras vias moleculares no neuronales por lo que no se estudio el sistema nervioso ni se
realizaron estudios comportamentales, debido a ello, no se puede descartar la presencia de
neurodegeneracion en estos modelos. En dos de los casos, los modelos morfantes y mutantes
de ataxia telangiectasia (Imamura y Kishi, 2005; Vierstraete et al., 2020) y el modelo mutante
para SCAR20 se estudio tanto el sistema nervioso como se realizaron anélisis de locomocion y
a pesar de ello no mostraron ningun fenotipo neural, por lo que se podria especular que quizas
las funciones de las proteinas relacionadas de los peces cebra no se corresponden
completamente con las humanas.

En estos modelos, aproximadamente la mitad de estos estudios no se hicieron con la
intencion de modelizar las ataxias recesivas, sino mas bien con la intencién de estudiar procesos
moleculares y celulares que se producen debido a la disfuncién de la proteina asociada. Es por
ello que tan solo en un 30% de estos trabajos se realizaron estudios comportamentales que en
muchos casos se correspondian simplemente con afirmaciones como “locomocion anormal”
“dificultad para mantener la postura”, “sintomas de ataxia” o “temblores” sin la realizacion de
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ninguna medicion o analisis. Esto contrasta con los estudios comportamentales de ataxias
dominantes donde se analiz6 el comportamiento en un 45% de los trabajos, principalmente las
distancias que recorrieron los distintos genotipos, la respuesta de escape y en algunos casos
temblores y ansiedad. En el 70% de los trabajos de X-fragil y FXTAS/FMRL1 se reportaron
fenotipos de ansiedad e hiperactividad que son caracteristicos de estas patologias (Wheeler et
al., 2014). Debido a que no hay un consenso de que tipo de andlisis comportamentales son
necesarios para modelizar ataxias en pez cebra y cada autor utiliza unos diferentes, es muy
necesario estandarizar los analisis para mejorar la optimizacion de los fenotipos
comportamentales en las ataxias.

Otra limitacion de estos estudios es la pobre caracterizacion de la expresion proteica o
gendmica, la cual es imprescindible para conocer los mecanismos asociados a los procesos de
fisiopatologia molecular. En las ataxias dominantes solo se realizé este tipo de anélisis en el
12,5% de los trabajos, en las ataxias recesivas en un 22% y en X-fragil y FXTAS/FMRL1 en el
50%. En su mayoria los anlisis de expresion se limitaron a unos pocos genes o proteinas y en
ningun caso se realizé un RNAseq o un estudio protedmico exhaustivo.

En los dltimos meses desde la publicacion de las dos revisiones de modelos de pez cebra
para ataxias dominantes (capitulo 1) y modelos de pez cebra para ataxias recesivas (capitulo
I11), se han creado nuevos modelos de pez cebra para ataxias tanto dominantes como recesivas.
A diferencia de los modelos anteriores que fueron disefiados principalmente a partir de
morfolinos, estos nuevos modelos se crearon en su mayoria a partir de la técnica CRISPR/Cas?9.
Entre estos modelos de CRISPR/Cas9 destacan los modelos creados de ataxia telangiectasia
(Chen et al., 2022; Vierstraete et al., 2022), de ataxia episddica tipo 1 (EAL) (Dogra et al.,
2022), del gen stub1 que provoca la ataxia espinocerebelosa recesiva tipo 16 (SCAR16) y de la
ataxia espinocerebelosa tipo 48 (SCA48) (Pakdaman et al., 2021), de ataxia autosémica
recesiva de Charlevoix-Saguenay (ARSACS) (Naef et al., 2021). Estos estudios son muy
importantes puesto que de las ataxias SCAR16, SCA48 y ARSACS no existian modelos previos
de pez cebra (Naef et al., 2021; Pakdaman et al., 2021; Chen et al., 2022) y de la EA1 no habia
ningin modelo mutante, solo habia un modelo creado mediante morfolinos que ha sido validado
mediante la creacidn del modelo mutante (Ibhazehiebo et al., 2018; Dogra et al., 2022).

Ademas, también se han creado modelos de ataxia espinocerebelosa tipo 49 (SCA49) y de
ataxia espinocerebelosa tipo 1 (SCAL) por primera vez en pez cebra. EI modelo de SCA49 fue
creado mediante sobreexpresion de ARNm y en él se observaron alteraciones en la locomocién
y en las funciones vestibulares y sensoriales (Corral-Juan et al., 2022). El modelo de SCA1 se
cre6 mediante transgénesis en las células de Purkinje de expansiones control y patoldgicas. En
el modelo de pez cebra con la expansion patoldgica se observo una alta degeneracion de células
de Purkinje que aumentaba con la edad y un reducido comportamiento exploratorio (Elsaey et
al., 2021). Este modelo junto con el modelo transgénico de ataxia espinocerebelosa tipo 3
(SCA3) (Watchon et al., 2017) (revisados en capitulo 1), son los Unicos modelos permanentes
con expansiones repetidas en pez cebra. Ademas, pocos modelos se han creado en pez cebra
con expresion especifica en las células de Purkinje siendo este y otro modelo transgénico de
ataxia espinocerebelosa tipo 13 (SCA13) con una variante patologica de la enfermedad
(Namikawa et al., 2019) los unicos ejemplos en ataxias. La creacion de modelos con expresion
especifica en distintos tipos neurales es muy importante en el estudio de las ataxias, puesto que
permite delimitar la contribucion de los distintos tipos neurales en la progresion de la
enfermedad sobre todo en el caso de las células de Purkinje que se caracterizan por ser el tipo
celular mas afectado (White et al., 2021).

130



Discusion

Cuando decidimos crear el modelo de NPC lo hicimos en base a que al inicio de esta tesis
(2017) no habia ningin modelo mutante estable de pez cebra creado para NPC. Estudios previos
de modelos de morfolinos para npcl arrojaban datos interesantes como: retraso de la epibolia,
desorganizacion del citoesqueleto de actina, aumento de apoptosis, reducido tamafio y
notocorda y somitas mas estrechos, aumento de la trombocitopenia, anemia, reduccion de
eritrocitos y aumento de colesterol intracelular (Schwend et al., 2011; Louwette et al., 2013).
Asimismo, la alta homologia del gen npcl de pez cebra con el gen humano lo hacia idoneo para
la creacion de una linea por CRISPR/Cas9. Normalmente los ARNs guias se suelen disefiar
para dianas posicionadas lo mas cerca posible del inicio de la region codificante del gen, en la
region N-terminal, para asegurarse de que las mutaciones de cambio de marco de lectura
provoquen una pérdida total de la funcion del gen (Raes y Van de Peer, 2005). Este fue el caso
de los dos modelos de npcl en pez cebra disefiados en el afio 2018 mediante CRISPR/cas9 que
se crearon para los exones 2, 3y 7 de los 25 exones que tiene el gen npcl (Lin et al., 2018;
Tseng et al., 2018). Ambos modelos mutantes de pez cebra para npcl tenian un tamafio mas
pequefio comparado con los peces control, una esperanza de vida menor, no sobreviviendo mas
alla de los 6 u 8 meses, fallos de locomocion, defectos en el higado, acumulacion de colesterol
y reduccion de células de Purkinje (Lin et al., 2018; Tseng et al., 2018). También se crearon
dos modelos para el otro gen implicado en NPC, npc2, que mostraron un fenotipo similar a los
modelos previos de npcl, con tamafio reducido, defectos en la natacion, alta respuesta
relacionado con la ansiedad y acumulacion de colesterol (Tseng et al., 2021; Wiweger et al.,
2021).

Los modelos de NPC creados en el capitulo IV de la presente tesis doctoral, npc143¢ 4% y
npcl2” 47, se crearon para el exon 22 que coincide con el final del bucle luminal rico en cisteina,
en la region C-terminal. Es el primer modelo de pez cebra con una mutacion en esta region. Las
larvas mutantes, de reducido tamafio presentaron defectos en la movilidad y solo un 12%
sobrevivieron al mes de vida, falleciendo todas antes de las 5 spf, sin alcanzar la edad adulta.
Ademas, se observaron agregaciones patoldgicas vacuolares compartibles con la acumulacién
de colesterol y esfingomielina en el higado, intestino, tabulos renales y en la materia gris
cerebral a partir de las 2 spf. Este tipo de inclusiones en el higado e intestino fueron reportadas
en los modelos anteriormente descritos de NPC (Lin et al., 2018; Tseng et al., 2018; Tseng et
al., 2021; Wiweger et al., 2021) apareciendo, sin embargo, en estadios posteriores, en la edad
juvenil o adulta. Por lo que los modelos npc12% 43¢ y npc12” A7 con un fenotipo mas severo,
parecen recapitular las formas de inicio mas temprano de NPC. Aunque en general se espera
que las mutaciones en el extremo C-terminal sean menos dafinas, en estudios previos se
observd que influyen mucho en aquellas regiones que son sensibles a la diversificacion
funcional y estan implicadas en interacciones de proteinas como transactivacion o represion o
en interacciones proteina-proteina (Raes y Van de Peer, 2005). El dominio rico en cisteina ha
sido descrito como de baja estabilidad debido a que requiere de mayores uniones de disulfuro
para plegarse correctamente (Li et al., 2017) y este tipo de alteraciones genéticas suelen resultar
en un incorrecto plegamiento de las proteinas y en la degradacion por el reticulo endoplasmatico
(Scott et al., 2004). Esto podria estar sucediendo en los mutantes npc1%% 236y npc127 47, en los
cuales la inmunohistoquimica con el anticuerpo monoclonal anti-Niemann Pick C1 mostr6 una
ausencia completa de marcaje y el analisis de RNAseq mostré una reducida expresion del
ARNmM de npcl. En modelos de ratén del dominio rico en cisteina, la patogénesis no fue tan
severa como en el modelo de pez cebra. Sin embargo, la pérdida de funcion genica no fue
completa ya que no presentaban diferencias en la expresion de niveles de Npcl y retenian bajos
niveles de la proteina NPC1 (Maue et al., 2012; Praggastis et al., 2015; Rodriguez-Gil et al.,
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2020). Esto podria ser debido a la localizacion de la mutacion, ya que en ratones se encontraba
en el exdn 21y en el caso del modelo de pez cebra aqui descrito, la mutacion se situd en el exén
22, al final del dominio rico en cisteina.

Otros datos obtenidos de este trabajo fueron el resultado del andlisis de RNAseq de
mutantes npcl®® 43¢y larvas salvajes de 2 wpf, en el que se encontraron 249 genes
diferencialmente expresados que arrojaron nuevas hipétesis sobre las posibles vias moleculares
por las que actia NPC1. Entre estas diferencias de expresion destacan los genes con funciones
en el metabolismo y transporte de lipidos, el desarrollo del sistema nervioso, la contraccion
muscular, actividad del citoesqueleto, la constitucion de la matriz extracelular de colageno y
los procesos de angiogénesis y hematopoiesis. Algunas de estas diferencias en la expresion
génica como la reduccidn de la expresion de genes constituyentes de la matriz de colageno, la
angiogenesis y la hematopoiesis, se habia visto fisiolégicamente afectadas en pacientes de NPC
(Louwette et al., 2013; Lyu et al., 2018; Chen et al., 2020b). Este es el primer estudio de
RNAseq que se ha realizado en tejido completo de un mutante para npcl. La mayor parte de las
vias moleculares afectadas en mutantes de pez cebra coinciden con las halladas a partir de
andlisis de RNAseq de fibroblastos de pacientes de NPC (Encarnacdo et al., 2020; Rodriguez-
Gil et al., 2021). En los fibroblastos de pacientes se encontraron vias moleculares alteradas de
muerte celular, metabolismo de lipidos, desarrollo celular, respuestas de proteinas incorrectas
y respuesta al estrés del reticulo endoplasmatico (Encarnacéo et al., 2020; Rodriguez-Gil et al.,
2021) que coincidieron con alteraciones de expresion encontradas en las larvas npcl en
comparacion con las larvas control. Sin embargo, una de las limitaciones de este estudio es que,
al haber utilizado tejido completo, genes diferencialmente expresados en el higado y en el
sistema nervioso pueden haber quedado enmascarados. También habria sido interesante
estudiar la expresién no solo en controles y mutantes homocigotos, sino también en
heterocigotos.

Por Gltimo, también se realizé un andlisis de perfil lipidico en larvas mutantes npc1243¢/ 45
y en larvas salvajes. El analisis de perfil lipidico demostré una reduccion significativa de esteres
de colesterol y un aumento significativo de esfingomielina. Ademas, se encontraron diferencias
en varios de los fosfolipidos analizados, siendo el fosfatidilglicerol mas abundantes en larvas
npcl2%% 43y el fosfatidilinositol y el fosfatidato mas abundantes en larvas salvajes.

En NPC, la patogénesis y el fenotipo dependen totalmente de la localizacion de la mutacién
dentro de los distintos dominios de la proteina, por lo que es muy necesario la creacion y
caracterizacion de modelos mutantes con mutaciones situadas en distintos locis. Por ello, otra
utilidad de los modelos de pez cebra radica en que pueden ayudar a abordar la complejidad de
las correlaciones del genotipo-fenotipo que es uno de los mayores desafios de estas
enfermedades. La mayor parte de las ataxias presentan variantes de mutacion en diversos locis
del genoma produciendo distintos fenotipos con varios grados de patogénesis. En el caso de
algunas de las ataxias revisadas en el Capitulo I, como la SCA13, el tipo de mutacion implica
que el inicio de la enfermedad sea temprano o tardio (Waters et al., 2006). En numerosos
estudios en diversas enfermedades se ha utilizado el pez cebra como modelo para discernir las
causas fisiologicas, moleculares y celulares de nuevas variantes recién descubiertas mediante
la inyeccién de estas como ARN en el zigoto. Con ello se ha podido determinar el distinto
fenotipo que causan estas mutaciones que en su mayor parte se correspondio con el fenotipo
gue mostraron los pacientes ademas de poder discernir las diferencias en las vias moleculares
y celulares implicadas (Mdller et al., 2001; Issa et al., 2011; Issa et al., 2012; Namikawa et al.,
2019; Hsieh et al., 2020). Ahora con la optimizacion de las técnicas de edicion genética por
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CRISPR/cas9 la creacion de modelos mutantes estables con mutaciones dirigidas a diversos
puntos del genoma es mas sencilla.

El modelo de pérdida de funcién de nop56 caracterizado en la presente tesis doctoral fue
creado con ENU y obtenido a partir del EZRC. Los modelos obtenidos a partir de ENU causan
mutaciones puntuales y se ha demostrado que son muy fiables. Sin embargo, al contrario que
los modelos creados por CRISPR/cas9 y al igual que otros modelos de mutagénesis directa, no
pueden ser dirigidos a un lugar especifico del genoma (Huang et al., 2012). Como se deseaba
disefiar el modelo de npcl en una region especifica del genoma se decidid crear mediante
CRISPR/cas9. Al utilizar la técnica de CRISPR/cas9 se pudo provocar la mutacion en la region
del genoma que se buscaba, el exdn 22 de npcl del pez cebra. La creacion de modelos a partir
de CRISPR/Cas9 presenta entre otras ventajas, que las guias de ARN son féciles de disefiar,
faciles de usar (sobre todo en pez cebra), es una técnica con una alta eficiencia y se pueden
utilizar para editar maltiples genes o regiones génicas de forma simultanea. (Xiao-Jie et al.,
2015; Liu et al., 2017). Para ambos genes estudiados existia un alto grado de homologia entre
estos genes y los correspondientes ortélogos humanos siendo esta de un 71% en nop56 y de un
67% en npcl, por lo que la eleccion de modelizar estos genes fue adecuada. A pesar de que el
modelo de nop56 presentaba un fenotipo letal, se hallaron vias moleculares comunes con el
modelo de npcl. En el modelo de nop56 se encontrd apoptosis restringida al sistema nervioso
y sobreexpresion de p53, aunque la apoptosis no se estudid en el modelo de npcl, si que se
encontro sobreexpresion de p53 por lo que se le presupone que la patogénesis de npcl podria
Ilevar asociada mecanismos de muerte celular. Ademas, entre los pocos genes gue se estudiaron
mediante RT-qPCR en el modelo de nop56, se encontrd reducida expresion de genes que
regulan la transcripcion y de genes que intervienen en el desarrollo del sistema nervioso, la
neurotransmision y la sinaptogeénesis. En el modelo de npcl, mediante RNAseq se report6
expresion diferencial (en algunos casos sobreexpresados y en otros infraexpresados) de genes
relacionados con estas vias moleculares. Futuros estudios sobre la transcriptomica en el caso de
la pérdida de funcion de nop56, podrian mostrar mas vias en comun con el modelo de npcl.
Esto permitiria afianzar la relacion de las vias moleculares y celulares en comun de las
enfermedades neurodegenerativas dominantes y los trastornos neurometabdlicos de herencia
autosémica recesiva.

El pez cebra ha demostrado ser un buen modelo tanto para testar nuevos farmacos y
compuestos como para evaluar su toxicidad puesto que los embriones de pez cebra pueden
metabolizar pequefias moléculas disueltas en el medio acuoso a través de su piel. Ademas, se
ha comprobado que muchos de los farmacos utilizados para el tratamiento de enfermedades en
humanos, tienen efectos similares en el pez cebra (Stréhle y Grabher, 2010). En la mayor parte
de los analisis de farmacos y ensayos de toxicidad se utilizan embriones de pez cebra de menos
de 5 dpf, no solo debido a la ausencia de restricciones éticas y legales, sino que también porque
debido a su pequefio tamafio (caben en placas de 96 pocillos) son aptos para la optimizacion de
cribados de compuestos de alto rendimiento automatizados utilizando librerias de farmacos
comerciales. (Lessman, 2011). Ademas, los fenotipos comportamentales, que son las
manifestaciones mas complejas de las enfermedades neurodegenerativas pueden ser medidos y
analizados mediante sistemas automatizados que permiten analizar diferentes pardmetros del
comportamiento a gran escala (Zhou et al., 2014). En los modelos que se han revisado (en los
capitulos 1 y 11) tanto de ataxias dominantes, X-fragil y FXTAS/FMRL1 y ataxias recesivas
hemos observado algunos modelos en los que se probaron farmacos que fueron eficaces en
rescatar o al menos tratar parte del fenotipo patolégico (Tucker et al., 2006; Tobin, y Beales,
2008; Wen et al., 2013; Zdebik et al., 2013; Lattante et al., 2015; Mahmood et al., 2015; Sun
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et al., 2015; Watchon et al., 2017; Ibhazehiebo et al., 2018; Tseng et al., 2018; Gawel et al.,
2020; Medishetti et al., 2020; Facchinello et al., 2021). Algunos tratamientos como la 3,4
diaminopiridina (blogueador de la bomba de potasio), la roscovitina (agonista de canales P/Q)
(Wen et al., 2013), rapamicina (inhibidor mTOR) (Lattante et al., 2015) el cotratamiento con
calpeptina (inhibidor de la calpaina) y cloroguina (inhibidor del flujo autofagico) (Watchon et
al., 2017) rescataron el fenotipo motor de estos modelos. En algunos modelos que presentaban
temblores, se trataron eficazmente con los farmacos anticonvulsivos pentobarbital (Zdebik et
al., 2013), valproato (Mahmood et al., 2015), etosuximida, lamotrigina y topiramato (Gawel et
al., 2020). En un modelo de knock down del gen fmrl causante de X-fragil y FXTAS/FMR1
los comportamientos ansiosos se rescataron con mavoglurant (antagonista de mGIuR5) y
KUO046 (un ansiolitico) (Medishetti et al., 2020).

El dnico modelo de pez cebra de ataxia que se ha utilizado para realizar un cribado a gran
escala de farmacos fue un morfolino para el gen kcnal, el gen causante de la EAL. En este
modelo se probaron 24 anticonvulsivos y se seleccionaron otros 870 compuestos por su
habilidad de reducir los comportamientos hiperactivos. Entre ellos vorinostat (un inhibidor de
la histona acetilasa) se destacé como tratamiento para la epilepsia asociada a la EAL, puesto
gue mejoraba las medidas bioenergéticas y reducia significativamente los temblores
(Ibhazehiebo et al., 2018).

Estos modelos estan en constante actualizacion, recientemente el valproato utilizado como
anticonvulsivo en otros modelos de ataxia, se prob6 sobre un modelo transgénico de SCA3. En
este modelo previamente ya se habia aplicado un cotratamiento con calpeptina y cloroquina que
rescatd el fenotipo motor (Watchon et al., 2017). En este caso se comprobé que el valproato
también mejoraba la natacion en este modelo a través de la via de sefializacion de la longevidad
de la sirtulina (Watchon et al., 2021). Sin embargo, pocos modelos de los estudiados en los
capitulos 1 y 111 de esta tesis han sido utilizados para probar tratamientos, Unicamente un 15%
de ellos, probablemente debido a que algunos (principalmente los modelos transitorios) no eran
adecuados para estudiar estas enfermedades y algunos otros solo se crearon con la intencion de
estudiar los mecanismos subyacentes a la disfuncion génica. Los fArmacos que arrojaron buenos
resultados en pez cebra deberian de ser testados en otros modelos preclinicos o en el caso de
farmacos que ya se usan para otras enfermedades, ser testados en pacientes de la nueva
enfermedad a analizar para comprobar su eficacia. Lamentablemente, la mayor parte de los
farmacos que han sido probados en estos modelos solo rescataron algun sintoma de la
enfermedad y solo en un caso se aprovechd el potencial del pez cebra para realizar cribados de
farmacos de alto rendimiento. Ademas, hay que tener cautela con estos resultados de los
farmacos, puesto que los modelos de pez cebra en los que se testaron no reproducian por
completo el fenotipo humano. En un futuro préximo con la mejora de las técnicas de edicién
geénica se podran crear mejores modelos de ataxia que reproduzcan mas fielmente sus sintomas
clinicos y en los que ademas se podran realizar cribados de farmacos que puedan ser testados
posteriormente en humanos.

e Perspectivas de futuro

El Unico objetivo que no pudo ser alcanzado durante la tesis doctoral fue la creacion de un
modelo de pez cebra con la expansion patoldgica de la SCA36. Sin embargo, esperamos
alcanzar ese objetivo proximamente mediante la generacién de fragmentos de oligonucleotidos
sintéticos que seran insertados en el pez cebra mediante la técnica de CRISPR/cas9 knock in.
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En el modelo de pez cebra que creamos para NPC, nuestros futuros objetivos son realizar
una mayor caracterizacion del fenotipo neuropatolédgico. Especificamente esperamos localizar
a lo largo del sistema nervioso las principales regiones donde se producen las lesiones
vacuolares que encontramos en nuestro modelo de npcl, ademas de caracterizar otros posibles
defectos en el neurofilamento y en las conexiones sindpticas mediante inmunohistoquimica. En
peces adultos heterocigotos para la mutacion en npcl queriamos buscar alteraciones
neurodegenerativas, puesto que previamente se ha observado en pacientes heterocigotos para
NPC una susceptibilidad elevada a padecer trastornos neurodegenerativos a edades avanzadas
(Schneider et al., 2021)

Finalmente, el modelo de NPC parece tener potencial para testar farmacos. Entre otros seria
interesante probar la rapamicina puesto que en otros modelos de ataxias se vio que mejoraba la
funcién motora y rescataba los dafios renales (Tobin et al., 2008; Lattante et al., 2015).

En conclusion, en esta tesis se plantea que el pez cebra podria ser un modelo adecuado para
el estudio de las ataxias a pesar de que hay es necesario crear mas y mejores modelos.
Especificamente en el caso de la SCA36 y NPC, los descubrimientos en estos modelos podrian
ser Utiles para una mayor comprension de los mecanismos subyacentes a estas enfermedades.
En el caso de la SCA36, no se ha podido generar el modelo con las expansiones en el pez cebra,
lo que se intentard proximamente, pero el modelo de pérdida de funcién de nop56 arroj6 datos
interesantes. En un futuro se espera que estos modelos pudieran ser beneficiosos para probar
farmacos que puedan aliviar los sintomas de estas patologias.
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Conclusiones

Los modelos de ataxias autosdmicas dominantes y ataxias ligadas a X de pez cebra,
aunque en conjunto reproducen la neurodegeneracién asociada a estas enfermedades,
fueron creados en su mayor parte con mutaciones de pérdida de funcién que no
representan la ganancia de funcion téxica asociada. Sin embargo, en algunos casos se
ha observado que mecanismos de ganancia y pérdida de funcidn actlan sinérgicamente
en las ataxias dominantes, por lo que es Util conocer la patogénesis asociada a los
mecanismos de perdida de funcion. Ademés, siendo las ataxias dominantes
enfermedades de inicio tardio, los modelos de pez cebra deberian ser estudiados en
etapas adultas, lo que no ocurre en la mayoria de los casos.

Presentamos el primer modelo mutante vertebrado de pérdida de funcién knock out para
nop56, el gen causante de SCA36. En este modelo se observa un fenotipo
neurodegenerativo letal con déficit motor e incremento de la apoptosis en el sistema
nervioso. Los mutantes muestran alteracion en la expresion de genes relacionados con
el procesamiento del ARNr, con el desarrollo de la cupula del oido interno y genes
expresados en el cerebelo del pez cebra relacionados con el desarrollo del sistema
nervioso, neurotransmision y sinaptogénesis. Algunos de estos genes también se
encuentran alterados en la ELA, una enfermedad con manifestaciones clinicas
solapantes con la SCA36.

Gran parte de los modelos de ataxias autosomicas recesivas no fueron creados con la
intencion de modelizar estas enfermedades, si no para caracterizar parte de sus procesos
moleculares y celulares. A pesar de ello, al ser enfermedades de pérdida de funcion,
estos modelos representan mejor la patogénesis asociada a estas enfermedades que en
el caso de los modelos de ataxias autosdmicas dominantes y ligadas a X.

Para el estudio de las ataxias es necesario no solo mejorar la creacion de modelos
utilizando las técnicas méas pioneras de edicion génica, sino que también es esencial
estandarizar el estudio de los fenotipos comportamentales y aumentar el nimero y el
rango de los estudios de expresidn génica y protedmicos. Esto permitira perfeccionar
la evaluacién del efecto de diversos farmacos que puedan ser testados posteriormente
en humanaos.

Hemos desarrollado una linea de pez cebra knock out para el gen npcl, causante de la
enfermedad de Niemann-Pick tipo C. Se trata del primer modelo de pez cebra con una
mutacion situada al final del bucle luminal rico en cisteina. En comparacion con otros
mutantes npcl de pez cebra publicados, el desarrollado en el presente trabajo presenta
un fenotipo mas severo con acumulacion de lipidos en el sistema nervioso, 6rganos
digestivos y tubulos renales, que lleva a la muerte prematura de los peces knock out.
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- El perfil lipidico del modelo knock out de npcl se caracteriza por una acumulacion de
esfingomielina fosfatidilglicerol y fosfatidilinositol y reduccion de esteres de colesterol
y fosfatidato.

- El modelo de pez cebra knock out para npcl desarrollado en este trabajo muestra 249
genes diferencialmente expresados (en algunos casos sobreexpresados y en otros
infraexpresados) relacionados principalmente con el transporte transmembrana,
transporte y metabolismo lipidico, plasticidad neuronal, sinaptogénesis, desarrollo y
funcidon muscular, actividad del citoesqueleto, constitucion de la matriz de colageno
estructural, actividad hemo oxigenasa y angiogénesis.
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VICERREITORIA DE INVESTIGACION
E INNOVACION

Oficina de Investigacion e Tecnoloxia
Servizo de Convocatorias e Recursos Humanos de 1+
Edificio CACTUS - Campus Vida

15782 Santiago de Compostela

Tel 981 547 040 - Fax 981 547 077

Correo electronico: citbnfo@usc.es
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JOSE MANUEL CIFUENTES MARTiNEZ, PRESIDENTE DO COMITE DE BIOETICA DA UNIVERSIDADE DE
SANTIAGO DE COMPOSTELA, cuxa Seccidn de Experimentacion animal ten sido designada como Organo
Habilitado para a avaliacion de proxectos de experimentacion animal por resolucién da Xunta de Galicia,
con data 11 de novembro de 2013, de acordo co esixido por o RD 53/2013 de 1 de febreiro, por o que se
establecen as normas bdsicas aplicables para a proteccion dos animalas utilizados en experimentacion e
outros fins cientificos, incluindo a docencia,

INFORMA:

Que o proxecto de investigacion titulado: “Investigacién de mutaciones y mecanismos moleculares en
ataxias espinocerebelosas y sindromes neurolégicos relacionados” do que é investigadora responsable
Dona Ana Quelle Regaldie, ten sido examinado por o Comité de Bioética desta Universidade, Seccidn de
Experimentacién Animal, chegando as seguintes conclusidns:

Con respecto a sua finalidade, tratase de un proxecto de investigacion fundamental cuxo obxectivo é
o desenvolvemento de estudios preclinicos en ataxias utilizando como modelo o peixe cebra
(Denio rerio).

e Con respecto a os requisitos das 3Rs,

o Non cabe la posibilidade de reemprazo xa que non se atoparon métodos ou estratexias de
ensaio que permitan levar a cabo os experimentos propostos neste traballo.

o A experimentacion realizarse nun cenlro rexistrado como usuario de animais de
experimentacién por o que a manipulacién, manexo e supervision dos animais durante
todo o proxecto serd levada a cabo por persoas capacitadas. O grupo investigador
compdiieno persoas con capacitaciéns a, b, ¢, 0 que asegura a stia preparaciéon para
garantir o benestar animal durante todos os procedementos (requisito de refinamento).

o Finalmente, con respecto ao requisito de reducion, considera que el nimero de animais a
utilizar € o minimo imprescindible para la obtencion dos resultados estatisticamente
significativos.

e A clasificacion de los procedementos en funcion do seu grao de severidade é de “severo”.

e Con respecto ao balance dos danos e os beneficios, os procedementos efectiianse baixo anestesia
por o que se minimiza a dor, angustia e sufrimento. Os métodos de sacrificio descritos (sobredose
de anestesia) atdépanse entre os indicados por o propio RD 53/2013.

e Téfiense examinado as situaciéns y excepcions previstas no punto e) do artigo 34. 2 atopando que
ningunha delas é aplicable neste proxecto.

o O proxecto clasificase como tipo lll e por o tanto precisa ser sometido a avaliacién retrospectiva
Este Comité considera que a devandita avaliacion deberia efectuarse a os tres anos da concesién
de la autorizacion.

Por todas estas razons, este Comité acordou emitir un INFORME FAVORABLE.
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Anexo I

Ml Instituto de Investigacién y Formacién Agraria y Pesquera
B 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 0 suministrados con
fines de experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la docencia.

1. IDENTIFICACION
1.1. Apellidos y Nombre Quelle Regaldie, Ana

1.2. DNI/NIE 53309790E

1.3. Fecha de Nacimiento | 1.4. Lugar y pais de nacimiento 1 1.5. Nacionalidad
‘ 01/04/1991 A Corufia (ESPANA) ‘ ESPANA
‘ ‘

' 2. FECHA DE RESOLUCION DEL RECONOCIMIENTO DE LA CAPACITACION INICIAL Y N° DE
CERTIFICADO l
24/01/2017 - EXP-000211 \
|

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 w
b) Eutanasia de los animales |
| ¢) Realizacion de los procedimientos

GRUPO DE ESPECIES ANIMALES
| 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
l INSTITUTO DE INVESTIGACION Y FORMACION AGRARIA Y PESQUERA
| Edificio de Servicios Mdiltiples "los Bermejales"
Avda. de Grecia s/n. 41012 Sevilla (Espana)

| 4.2 Teléfono ‘ 4.3. Fax 4.4. Correo electronico i
958 056 000 } 955 519 107 i experimentacion.ifapa@juntadeandalucia.es |
\ | |
| 4.5. Fechade expedicion*4.6. Lugar 4.7. Sello
| 24/01/2017 SEVILLA

i 4.8. Nombre y Firma

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

%
A

CONSEIM/"
wstturg g,

s %
g >)) '1

4
o N

Chonsyg M
Many o

| Fdo. Jeronimo 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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Comunidad
de Madrid

Dfia. ANA QUELLE REGALDIE, con DNI 53309790E ha obtenido el reconocimiento de la
capacitacion para realizar las funciones de:

DISENO DE LOS PROYECTOS Y PROCEDIMIENTOS

en los siguientes grupos de especies animales: SIN LIMITACION DE ESPECIES

N° de certificado: CAP-2338-19

ORGANISMO QUE EXPIDE EL CERTIFICADO

Direccion General de Agricultura, Ganaderia y Alimentacion. Consejeria de Medio
Ambiente, Ordenacién del Territorio y Sostenibilidad. Comunidad de Madrid

El reconocimiento de la capacitacién para la realizacion de las funciones relacionadas en este
certificado surtira efecto en todo el territorio nacional.

Madrid, a fecha de firma

EL DIRECTOR GENERAL DE AGRICULTURA, GANADERIA Y ALIMENTACION
(P.D.F Resolucién de 15 de junio de 2018)

EL SUBDIRECTOR GENERAL DE PRODUCCION AGROALIMENTARIA Y BIENESTAR ANIMAL.
(firma en el lateral)
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Las ataxias son enfermedades neurodegenerativas de fenotipo
complejo que carecen de un tratamiento efectivo por lo que la creacion
de modelos animales es esencial para el estudiode su patogénesis. El
pez cebra (Danio rerio) se ha utilizado ampliamente como modelo de
enfermedades neurodegenerativas debido a su transparencia Optica
que permite observar facilmente el sistema nervioso central y a su
homologia del 70% con el genoma humano. En la presente tesis se
estudio el estado actual de los modelos de pez cebra para ataxias
dominantes, recesivas y ligadas a X. Ello permiti6 conocer los
avances y limitaciones de estos modelos y establecer los siguientes
pasos a dar en sucaracterizacion. Para estudiar los mecanismos de
las ataxias dominantes, se caracteriz6 un modelo de pérdida de
funcion de nop56, cuyo ortélogo humano esta relacionado con la
ataxia “da Costa da Morte” (SCA36). Ademas, mediante la técnica
CRISPR/Cas9 se cre6 un modelo de Niemann Pick tipo C, un tipo de
ataxia recesiva. Ambos modelos se caracterizaron mediante estudios
anatémicos, moleculares, celulares \4 comportamentales
observandose fenotipos neurodegenerativos que los hacen idéneos
para el estudio de estas enfermedades.
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