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MYOCURE-RAC1: NUEVAS DIANAS TERAPEUTICAS PERSONALIZADAS PARA VARIANTES
PATOGENICAS EN EL GEN RAC1
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INTRODUCCION

Racl es una pequena GTPasa perteneciente a la familia de proteinas Rho y cuya actividad depende de si estd unida a GTP (activa) o GDP (inactiva). En concreto, RAC1 actua como un interruptor
molecular en numerosos procesos celulares y dentro de sus funciones principales en humanos destacan: la regulacion y reorganizacion del citoesqueleto de actina, la plasticidad sinaptica, la
migracion neuronal, la formacion de lamelipodios, la produccion de ROS, |la proteccion neuronal y otras funciones criticas para el desarrollo neuronal y la funcion cerebral. Las variantes
patogénicas en el gen RAC1 conducen a un trastorno del neurodesarrollo con diversas manifestaciones fenotipicas, incluyendo anomalias en el tamafo cerebral, discapacidad intelectual,
epilepsia, dismorfia facial, hipotonia y defectos cardiovasculares, entre otras; y para el que no hay tratamientos disponibles. Hasta |la fecha, existen diferentes estudios publicados para
mutaciones en RAC1 que utilizan modelos animales pero los ensayos en modelos celulares y humanos son limitados, por lo que es fundamental fomentar la investigacion en estos modelos para
comprender mejor la fisiopatologia de la enfermedad y poder desarrollar enfoques terapéuticos eficaces que mejoren la calidad de vida de los pacientes.

OBJETIVOS DEL PROYECTO METODOS

1) Establecer un modelo celular para entender los mecanismos fisiopatoldgicos que
subyacen a las variantes patogénicas del gen RAC1. Como modelos celulares para estudiar
la enfermedad se utilizaran fibroblastos derivados de los pacientes obtenidos mediante
biopsia cutanea y neuronas derivadas de los pacientes que se obtendran por
reprogramacion directa a partir de los fibroblastos de los pacientes
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Identificar tratamientos mediante el desarrollo de una metodologia de cribado Cultivos celulares

farmacolégico que sean capaces de corregir las alteraciones celulares halladas en los
modelos celulares de estudio y de mejorar la calidad de vida de los pacientes

Biopsia cutanea

RESULTADOS PREVIOS
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* Los fibroblastos derivados de pacientes con mutaciones en el gen RACI1
presentan niveles proteicos reducidos de RAC1
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Paciente 1 (P1) Paciente 2 (P2) Paciente 3 (P3)

c.410A>G p.(Asp137Gly) c.151G>A (p.Val51Met)

c.116A>G (p.Asn39Ser)

C1 C2 P1 P2 P3 Figure 2. Niveles de expression proteicos de RAC1 y RAC
ge—— — PS— total en fibroblastos control y mutantes RAC1. Se
RAC1 s o e sometieron a analisis de inmunotransferencia extractos Figura 1. Imagen representativa del flujo de trabajo seguido en el laboratorio tras la biopsia cutanea y las
celulares procedentes de controles (C1 y C2) y de lineas lineas celulares de fibroblastos de pacientes que componen actualmente la cohorte del estudio.
RAC - | celulares de pacientes con mutaciones en el gen RACI
Total e L E B ‘ (P1, P2 y P3). Se utilizé un gel de poliacrilamida con SDS

para separar los extractos proteicos (30 ug) v,
posteriormente, se inmunotineron las muestras
empleando anticuerpos frente a RAC1, RAC total y a-
tubulina (esta ultima utilizada como control de carga).

CONCLUSIONES
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** Los fibroblastos derivados de pacientes con mutaciones en el gen RACI1
presentan alteraciones en el citoesqueleto celular

Niveles proteicos normales de RAC1
o p ~_,
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Figure 3. Imagenes representativas de la
caracterizacion del citoesqueleto cellular
de fibroblastos control y mutantes RAC1
mediante inmunotincion. Las células
control (Control) y derivadas de pacientes
con mutaciones en RAC1 (P1, P2 y P3) se
tineron con Faloidina-Rodamina (sonda
fluorescente especifica de los filamentos
de actina) y se inmunotifieron contra la
Vimentina (marcador de los filamentos
intermedios) y la a-Tubulina (marcador de
los microtubulos) y se visualizaron bajo un
microscopio de fluorescencia. Los nucleos
se revelaron mediante tincién con DAPI.
Las imagenes fueron obtenidas usando
lentes 40x y procesadas con el software
Imagel. Barra de escala = 20 um.
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** Los fibroblastos derivados de pacientes con mutaciones en el gen RACI1
presentan una capacidad de migracion celular disminuida

N o PERSPECTIVAS FUTURAS
Contro Comprender mejor las alteraciones y los mecanismos patofisioldgicos derivados de
las mutaciones en el gen RAC1
Realizar screenings farmacolégicos con suplementos y farmacos ya aprobados por
p1 la FDAy la EMA
Figure 4. Medida de la migracién Obtener, mediante reprogramacion directa, neuronas inducidas (Nis) derivadas de
celular mediante el ensayo de los fibroblastos de los pacientes RAC1, por ser el tipo celular mas afectado en la
cicatrizacion de heridas.
(A) Imagenes representativas a enfermedad
P2 las Oh, 24h, 48h y 72h tras la Comprobar en las Nis obtenidas las alteraciones previamente halladas y confirmar
generacion de la herida en | efecto de | t iti identificad
fibroblastos control y derivados el efecto de los compuestos positivos identificados
de los pacientes con mutaciones
en RACI P1, P2 y P3.
p3 (B) Calculo de la confluencia de la
herida a las 24h, 48h y 72h
posteriores a su formacién. La E E E
confluencia se calculé mediante —
(B) & o) i i el ratio area celular/area total de é
5 % Cicatrizacion la herida. *P < 0,05, **P < 0,01 y M| 8OBRIN®
2 ey s ***P < 0,001 frente al contro.| WW&
g %k %k k
g s — ASOCIACION
% kk i =
< ~ - - - s ’ ) o o
ST F A S S0 e S S @ CUENTA DE INSTAGRAM de Sanchez-Alcazar’s lab Linkedin
(966 (;éo Q*éo 660 P RPDV QP QPR Q3 la Asociacion colaboradora: Web page
&

@misobrinomanuel


mailto:alopcab2@alu.upo.es
mailto:jasanalc@upo.es

