Csic

‘ Fundacioén
A Unicaja

Centro
Andaluz

de Biologia
del Desarrollo

q

3 fed r" Sénchéﬁlcézar's lab ‘ PEMREETY e
Ny B \ RERCSIC 0\ Fundacion feder

ELENCIA 2

UNIVERSIDAD

s E VI L LA

Enfermedades Raras

La reactivacion del cromosoma X inactivo con biotina corrige las
alteraciones celulares en la neurodegeneracioén asociada a la
proteina beta-hélice (BPAN)
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INTRODUCCION

El hierro es un oligoelemento esencial para la funciéon cerebral,
pero su desequilibrio conduce al estrés oxidativo y Ia
neurodegeneracion. La neurodegeneracion con acumulacion
cerebral de hierro (NBIA, por sus siglas en inglés) incluye varios
trastornos raros, entre ellos la neurodegeneracion asociada a la
proteina hélice beta (BPAN), causada por variantes patogénicas
dominantes en el gen WDR45. La proteina WDR45 es crucial para
la autofagia, la homeostasis del reticulo endoplasmico (RE), la
funcion mitocondrial y el metabolismo del hierro. Su deficiencia da
como resultado defectos en la autofagia, disfuncién mitocondrial,
estrés del RE y acumulacion de hierro, lo que contribuye a la
patologia de la BPAN. Clinicamente, la BPAN se presenta con
retraso en el desarrollo, convulsiones y, posteriormente, demencia
y parkinsonismo. Estudios previos en fibroblastos derivados de
pacientes revelaron una reduccién en la expresiéon de WDR45,
alteraciéon del flujo autofagico, alteraciones mitocondriales,
peroxidacion lipidica y acumulaciéon de hierro. La suplementacion
con antioxidantes mejord parcialmente la fisiopatologia celular; sin
embargo, la autofagia y la bioenergética celular siguieron estando
afectadas. Dado que BPAN es una enfermedad dominante ligada
al cromosoma X, la reactivacion del cromosoma X inactivo (Xi) en
los fibroblastos de BPAN mediante reguladores epigéneticos como
la biotina puede representar una estrategia terapéutica para
restaurar la expresion de WDR45.

OBJETIVOS:

El objetivo de este estudio fue el de aumentar los niveles de
expresion del transcrito y la proteina WDRA45 silvestre (normal) en
células de BPAN mediante la reactivacién del cromosoma X
inactivo a través de la biotinilacidon de las histonas.

METOD

Se analizaron fibroblastos dérmicos derivados de dos pacientes con BPAN con dos
mutaciones diferentes en el gen WDR45:

= P1-c.400C>T (p. Arg134) — Frameshift — STOP codon
= P2-¢.182A>C (p. Asn61Thr) - Missense

Las células de los pacientes se obtuvieron mediante una biopsia de piel y luego se
cultivaron e incubaron en condiciones de 37°C y 5% de CO,.
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RESULTADOS:
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Figura 1. Efecto de la dosis/respuesta de la suplementacién con biotina en los niveles de
expresion de WDR45 y LC3B. (a,b) Analisis de inmunotransferencia de extractos celulares de
lineas celulares de control (C1y C2) y de pacientes con BPAN (P1 y P2) no tratadas y tratadas
con 1, 5, 10, 50 y 100 pM de biotina durante una semana. Se utilizé actina como control de
carga. (c) Densitometria del Western blot. (d) Expresién del gen WDR45 en células de control
(C) y BPAN (P1 y P2) no tratadas y tratadas (+) con 10 uM de biotina durante una semana,
cuantificada por RT-gPCR. p < 0,01, y *** p < 0,001 entre las células BPAN y de control. a p <
0,01 entre la presencia y la ausencia de biotina; u.a.: unidades arbitrarias; ns: no significativo.

Figura 2. Efecto de la
suplementacion con biotina en la
(a) reactivacion del Xi. (a) Imagenes
Untreated representativas de FISH de ARN de
dos colores de fibroblastos de
control (C) y de BPAN (P1y P2) no
tratados y tratados (+) con 10 uM de
biotina durante una semana,
monitorizando la expresion de Xist
(verde) y WDR45 (rojo). Los nucleos
se tifieron con DAPI (azul). Las
puntas de flecha blancas indican la
expresion de Xist, y las puntas de
flecha amarillas indican las sefiales
de WDR45. (b) Porcentaje de
expresion monoalélica y bialélica de
WDR45. a2 p < 0,01 entre la
presencia y la ausencia de biotina.
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Figura 3. Efecto de la suplementacion con biotina en la
biotinilacién de las histonas en los nucleos de las células.
Imagenes representativas de FISH de ARN de dos colores de
fibroblastos de control (C) y de BPAN (P1 y P2) no tratados y
tratados (+) con 10 pM de biotina durante una semana,
monitorizando la expresién de Xist (verde) y la sefal del
anticuerpo anti-biotina (rojo). Los nucleos se tifieron con 1 DAPI
(azul). Las puntas de flecha blancas indican la expresion de
Xist, las puntas de flecha amarillas indican las sefiales anti-
biotina, y las puntas de flecha azul claro indican la
colocalizacion de las sefales de Xist y biotina. Para corroborar
la biotinilacion del cromosoma Xi, evaluamos la colocalizacion
de la sefial de Xist con la de biotina mediante el coeficiente de
correlacion de Pearson. Se consideré una correlacién positiva
con un coeficiente de Pearson > 0,75.

CONCLUSION:

La suplementacion con biotina, a través de la biotinilacién de las
histonas, aument6 los niveles de expresion del transcrito y de la
proteina WDRA45 silvestre (normal) y mejord significativamente todas
las alteraciones fisiopatolégicas de las mutaciones de WDR45 en los
fibroblastos derivados de pacientes con BPAN.
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PERSPECTIVAS FUTURAS:

» Explorar como la biotinilacion influye en la expresién de otros genes
ligados al cromosoma X.

» Evaluar el potencial de la biotinilaciéon para reactivar los alelos
normales en otros trastornos ligados al cromosoma X como el
sindrome de Rett y el sindrome X fragil.




