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INTRODUCCION

El sindrome de Pettigrew es un trastorno geneético ultrarraro ligado
al cromosoma X (prevalencia estimada <1/1.000.000) con un curso
neurodegenerativo grave que se desarrolla predominantemente en
varones.

Caracteristicas clinicas:

« Discapacidad intelectual grave y retraso generalizado del
desarrollo psicomotor.

» Epilepsia refractaria, hipotonia axial y coreoatetosis.

« Malformacién de Dandy-Walker: defecto cerebeloso congénito
caracterizado por dilatacion quistica del cuarto ventriculo,
hipoplasia del vermis y aumento del tamafio de la fosa
posterior.

« Acumulacion anormal de hierro y calcio en el cerebro con
hidrocefalia progresiva.

Etiologia genética: causada por variantes patogénicas con
peérdida de funcién en el gen AP1S2 (Xq22.2), que codifica la
subunidad pequefa (02) del complejo heterotetramérico de
proteinas adaptadoras 1 (AP-1).

Fisiopatologia celular: AP-1 es esencial para la formacion de
vesiculas recubiertas de clatrina y el trafico de proteinas entre la
red trans-Golgi y los endosomas. Su pérdida desencadena estrés
oxidativo, alteracion de la autofagia/mitofagia, toxicidad lipidica vy
una marcada vulnerabilidad neuronal a la ferroptosis.

y adaptin: recluta clatrina y proteinas accesorias.
@ B1 adaptin: ensambla la jaula de clatrina.

M1: reconoce senales especificas de carga.

o1: aporta estabilidad estructural al complejo.
@ clatrina: forma la cubierta vesicular.

OBJETIVOS

Hipotesis central: la caracterizacion fenotipica en modelos
celulares derivados de pacientes (fibroblastos y neuronas
inducidas), combinada con el cribado de farmacos comerciales
aprobados por la EMA/FDA, permitira identificar terapias seguras y
personalizadas listas para la traslacion clinica.

Obetivos especificos:

1.Fisiopatologia celular: identificar y cuantificar las alteraciones
patolégicas en fibroblastos mutantes derivados del paciente
frente a 3 lineas control sanas de la ATCC.

2.Cribado farmacoldgico: evaluar una quimioteca de farmacos
aprobados por la FDA/EMA para identificar compuestos no
toxicos que logren un rescate >75%.

3.Reprogramacion neuronal directa (iNs): convertir directamente
los fibroblastos mutantes en neuronas inducidas funcionales.

4.Validaciéon y rescate neuronal: confirmar el rescate funcional,
bioenergético y electrofisiolégico por parte de los compuestos
lideres en las neuronas mutantes.

METODOLOGIA

Se analizaran fibroblastos dérmicos derivados de un paciente
varon con una variante patogénica en hemocigosis en el gen
AP1S2 (c.288+1G>A) frente a 3 lineas de cocontroles sanos de la
ATCC.

Las células del paciente se obtuvieron mediante una biopsia de
piel y luego se cultivaron e incubaron en condiciones de 37°C y 5%
de CO,.

Expresion del complejo AP-1: niveles de expresién de AP1S2
y otras subunidades del complejo AP-1 mediante Western blot.
Homeostasis del hierro: tincion de azul de Prusia confirmada
mediante ICP-MS y ensayo del pool de hierro labil (LIP).
Niveles de expresion de proteinas implicadas en el
metabolismo del hierro mediante Western blot.

Bioenergética y disfuncién mitocondrial: ensayo Mito Stress
Test mediante Seahorse XFe24, tinciéon con MitoTracker™ Red
CMXRos y niveles de expresién de proteinas mitocondriales
mediante Western blot.

Estrés oxidativo: peroxidacién lipidica mediante C11-BODIPY
y niveles de expresion de enzimas antioxidantes mediante
Western blot.

Autofagia y mitofagia: sensor en tandem RFP-GFP-LC3B para
la monitorizacion de la formacion de autofagosomas vy
autolisosomas, tinciéon con LysoTracker™, kit de deteccidén de
mitofagia y niveles de expresion de proteinas implicadas en la
autofagia mediante Western blot.
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