UNB

Universitat Autonoma de Barcelona

DESENVOLUPAMENT D'UNA APROXIMACIO DE TERAPIA GENICA
PEL TRACTAMENT DE LA MALALTIA DE NIEMANN-PICK TIPUS C2

XAVIER SANCHEZ MORENO

ADVERTIMENT. L’accés als continguts d’aquesta tesi queda condicionat a I'acceptacié de les condicions d’Us
establertes per la seglent lliceéncia Creative Commons: @ M) http://cat.creativecommons.org/?page_id=184

ADVERTENCIA. El acceso a los contenidos de esta tesis queda condicionado a la aceptacion de las condiciones de uso
establecidas por la siguiente licencia Creative Commons: @@@@ http://es.creativecommons.org/blog/licencias/

WARNING. The access to the contents of this doctoral thesis it is limited to the acceptance of the use conditions set

by the following Creative Commons license: @@@@ https://creativecommons.org/licenses/?lang=en




UNB

Universitat Autonoma
de Barcelona

DEPARTAMENT DE BIOQUIMICA | BIOLOGIA MOLECULAR

FACULTAT DE VETERINARIA

CENTRE DE BIOTECNOLOGIA ANIMAL | TERAPIA GENICA

DESENVOLUPAMENT D’UNA APROXIMACIO DE
TERAPIA GENICA PEL TRACTAMENT DE LA
MALALTIA DE NIEMANN-PICK TIPUS C2

XAVIER SANCHEZ MORENO






La present tesi doctoral s’ha dut a terme
sota la direccid de la Dra. Fatima Bosch i Tubert
i la Dra. Sara Marc6 Costa al Departament de
Bioquimica i Biologia Molecular de la Facultat de
Veterinaria i al Centre de Biotecnologia Animal i
Terapia Génica (CBATEG).

XAVIER SANCHEZ MORENO

FATIMA BOSCH | TUBERT SARA MARCO COSTA

SETEMBRE 2020
BELLATERRA






A la meva familia






Agraiments

Bé, aquesta ha estat sens dubte una de les etapes més intenses de la meva vida.
I, de cop i volta, sembla que esta arribant al final. Han estat uns anys de molts canvis,
de moltes experiéncies. Al CBATEG hi he trobat una gran familia, que m’ha acompanyat
en aquest procés i que m’ha guiat. Us ho agraeixo moltissim, aquesta tesi ha estat

possible gracies a la vostra ajuda.

Especialment, m’agradaria donar les gracies a la Dra. Fatima Bosch per haver-
me donat I'oportunitat de realitzar la tesi doctoral al teu grup d’investigacié. Moltissimes
gracies per tot I'esforg i 'entusiasme dedicat tant a mi com al projecte, que m’ha permés

aprendre molt i formar-me com a cientific.

Moltes gracies també a la meva co-directora, la Sara. Ha estat un projecte ple de
reptes, moltes alegries i algun maldecap, amb el que he aprés molt al teu costat. Moltes
gracies per ser-hi quan ho necessitava, per la confianga i per la motivacio per seguir

endavant!






Abreviacions

24-HC
4MU
aa

AAP
AAV
ABCA1l

ABCG1

ABCG4

AG
ANOVA
apoAl
apoE
AST
ATP
BCA
BHE
BMP
bp
BSA
BSIB4
C-triol
CAG

CBATEG
cDNA
cds
CETP

CLN

cM
CYP7A1l
d

24-hidroxicolesterol

4-metilumebeliferona

Aminoacid

Proteina activadora de 'assemblatge (Assembly-Activating Protein)
Virus o vector adeno-associat

Transportador dependent d'ATP Al (ATP-binding cassette sub-
family A member 1)

Transportador dependent d'ATP G1 (ATP-binding cassette sub-
family G member 1)

Transportador dependent d'ATP G4 (ATP-binding cassette sub-
family G member 4)

Aparell de Golgi

Analisi de la variancia

Apolipoproteina Al

Apolipoproteina E

Aspartat-aminotransferasa

Adenosina trifosfat

Acid biocinconinic

Barrera hematoencefalica

Bis(monoacilglicero)fosfat

Parells de bases

Albumina sérica bovina (Bovine Serum Albumin)

Isolectina B4 de la Griffonia simplicifolia

Colestan-3b, 5a, 6b-triol

Promotor hibrid format pel potenciador de la transcripcié del
citomegalovirus, el promotor de la B-actina i el primer intr6 del gen
de la B-globina humana

Centre de Biotecnologia Animal i de Terapia Genica

DNA complementari

Sequéncia codificant (Coding Sequence)

Proteina transferidora d'ésters del colesterol (Cholesteryl Ester
Transfer Protein)

Lipofucsinosi ceroide neuronal

Centimorgans

Citocrom P450 7A1

Dia



Abreviacions

DBS Sang seca recollida en un paper (Dried Blood Spot)

DNA Acid desoxiribonucleic

dNTP Desoxinucleosid trifosfat

ERO Especies reactives de l'oxigen

g Gram

g Forca g

GalCerS 2-hidroxiacilesfingosina 1-B-galactosiltransferasa (2-hydroxyacyl-

sphingosine 1-beta-galactosyltransferase)

GFAP Proteina acidica fibril-lar glial (Glial Fibrillary Acidic Protein)

H Hora

HDL Lipoproteina d'alta densitat

HGSNAT Hepara a-glucosaminida N-acetiltransferasa

HMG-CoA 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA

HMGCR HMG-CoA Reductasa

HPBCD 2-hidroxipropil-b-ciclodextrina

IC Intracisterna

IMPC International Mouse Phonotyping Consortium

INSIG Proteina del gen induit per insulina 1 (Insulin-iInduced Gene 1
protein)

IRES Lloc intern d'entrada del ribosoma (Internal Ribosomal Entry Site)

ITR Repeticions terminals invertides (Inverted Terminal Repeats)

v Intravenosa

kb Kilo parell de bases

kDa Kilodalton

kg Kilogram

KO Knock-out

L Litre

LAL Lipasa Acida Lisosomica (Lysosomal Acid Lipase)

LAMP2 Proteina lisosomica associada a la membrana 2 (Lysosomal

Associated Membrane Protein 2)

LC3B Cadena lleugera 3B de la proteina associada als microtabuls 1A/1B
(microtubule-associated protein 1A/1B Light Chain 3B)

LCR Liquid cefalorraquidi

LDL Lipoproteina de baixa densitat

LDLR Receptor de I'LDL



Abreviacions

LIMP2 Proteina lisosomica integral de membrana 2 (Lysosomal Integral

Membrane Protein 2)

LRP LDLR-Related Protein

LSD Malaltia d'acumulacié lisosomica (Lysosomal Storage Disease)
LXR Receptor hepatic X (Liver X Receptor)

LXRE LXR-Responsive Element

Lyso-SM Esfingosil-fosforilcolina o Lyso-esfingomielina

Lyso-SM-509  Lyso-esfingomielina-509

M6P Mannosa-6-fosfat
Mac-2 Galectina-3
MAG Glicoproteina associada a la mielina (Myelin-Associated

Glicoprotein)

MET Microscopia electronica de transmissié

mg Mil-ligram

min minut

ml Mil-lilitre

mM Mil-limolar

MPR Receptor de la Manosa-6-fosfat

MPS Mucopolisacaridosi

MRNA Acid ribonucleic missatger

ng Nanogram

nm Nanometre

NPA Malaltia de Niemann-Pick Tipus A

NPB Malaltia de Niemann-Pick Tipus B

NPC1 Niemann-Pick C1

NPC1L1 Niemann-Pick C1-Like 1

NPC2 Niemann-Pick C2

o/n over night

°C Grau celsius

ORF Marc obert de lectura (Open Reading Frame)
p Valor p

p/v pes/volum

PBS Tampo fosfat sali (Phosphate-Buffered Saline)
PCR Reacci6 en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction)
PEG Polietilé glicol

PFA Paraformaldehid



Abreviacions

PLP1
PNH
PoliA
QM
gPCR
RB

RE

RNA
rpm
RT-PCR

S1P
S2P
SCAP

SEM
SNC
SNP
SPF
SRB1
SRE
SREBP

SSD

UAB

viv

Vg

WT
B-HEXO
Hg

1]}

Mm

Proteina proteolipina 1 (Proteolipin Protein 1)

Primats no humans

Senyal de poliadenilacié

Quilomicroé

PCR quantitativa

Roller bottles

Reticle endoplasmatic

Acid ribonucleic

Revolucions per minut

PCR amb la transcriptasa inversa

Segon

Site-1 protease

Site-2 protease

Proteina activadora per tall de les SREBP (SREBP Cleveage-
Activating Protein)

Error estandard de la mitjana (Standard Error Mean)
Sistema nerviés central

Sistema nervios periféric

Lliure de patogens especifics (Specific-Pathogen-Free)
Scavenger Receptor class B type 1

Element regulador dels esterols (Sterol Regulatory Element)
Proteina d'uni6 a l'element regulador dels esterols (Sterol
Regulatory Element Binding Protein)

Domini sensor d'esterols (Sterol Sensing Domain)
Unitat

Universitat Autonoma de Barcelona

Volt

volum/volum

Genomes virals (Viral Genomes)

Ratoli control/sa (Wild-type)

B-Hexosaminidasa

Microgram

Microlitre

Micrometre



index

IR S TSY=T o | = o o 1
(1S 4 g Yo LU o] o] o RN 5
1. MALALTIES D’ACUMULACIO LISOSOMICA..........ccovvrriirirerriainns 7

1.1. Lisosomes i enzims liISOSOMICS........uuuiiiiieeiiiiiiiiiiiine e 7

1.2. Malalties d’acumulacié liSoSOMICaA.............uuvviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiianns 10

2. NIEMANN-PICK TIPUS C2......oiiiiiiiiieeeeeeiiiiiiieee e siinneea e e 13

2.1. Incidénciade la NPC2........ooooiiiiiiiii, 13

2.2. Caracteristigues moleculars de la NPC2 ...........cccoovviieeenneenn. 14

2.2.0. GENNPC2.. . ittt 14

2.2.2. Proteina NPC2 ... 15

2.2.3. Mutacions al gen NPC2...........oouiiiiiiiieeeieeiiiee e, 16

2.2.4. Correlacio genotip-fenotip .........ccceeeeeieeeiiiiiiiiiiiee e, 18

2.3. Metabolisme del colesterol ..., 18

2.3.1. Estructura i funcio del colesterol............cccccvvvvurriinnnnnnnnns 18

2.3.2. Fonts de colesterol i vies de transport a 'organisme ...... 19

2.3.3. Transport del colesterol al compartiment endo-lisosomic 22

2.3.4. Metabolisme del colesterol al SNC..............cccevvvviiiiiiinnnns 23

2.4. Acumulaci6 de lipids ala NPC2 .........cooooiiiiiieiiiiiiiiiieeee, 25
2.5. Fisiopatologia de la NPC2.........cooooiiiiiiii, 26
2.6. Descripcio clinica de [a NPC2 ........cccooiiiiiiiiiiiiieeeeiiieieeeen 29
2.6.1. Classificacio clinicade [aNPC...........cccccceeeviiiiiiieenenn. 29
2.6.2. Patologia neurologica i pSIQUIALIiCa ...........ccevviiivvvreeennnn. 31
2.6.3. Patologia periferiCa.......ccceeeeiiiiiiiiiiiii e 32

2.7. Diagnostic de la NPC ... 33
2.8. Models animals de [a NPC2 ... 35
2.8.1. Model muride la NPC2..........uuuuuimmmmiiiiiiiiieiiiniininnnennnnnnns 35
2.8.2. Model feli de la NPC2 ...........uuuimimmiiiiiiiiiiiiiiiiieeniieennnnnnnns 35

2.9. Tractaments per alaNPC2 ........coiiiiiiiiiiiie e 36
2.9.1. Tractament SIMPLOMALIC ..........uuuruurmmmmmrniniiieiinennenenennnnnnns 36
2.9.2. Terapia de reduccio de substrat............cccccvvevmmennnnnnnnnnns 37
2.9.3. Transplantament de medul-la 0SSia............cccvvveviviininnnns 39

3. TERAPIA GENICA .....ootiiiieiit e 41
3.1. Classificaci6 dels tipus de terapia génica ...........ccceevvvvvveeenennn. 41
3.2. Vectors virals adenoassocCiats ...........ccccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 42
3.2.1. Biologia dels virus adenoassociats............cccceeeeieeeerrennnns 42

Vi



index

3.2.2. Produccio dels vectors AAV recombinants..................... 44
1T @ T T =Tk {1V OSSPSR 49
V. RESUITALS oot 53
Part 1. Caracteritzacio del model muride la NPC2 ........cccccceeeviiiiiiiiinennnn. 55

......................................................................................................... 57
1.1. Expressio del mRNA i de la proteina NPC2............ccccvvvvieeeennn. 57
1.2. Analisi de les proporcions genotipiques .........ccccccovvvuvivieeeeennn. 59
1.3, PEeS COIPOTal.......uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 60
1.4, SUPEIVIVENCIA.....uuiiiiiiiieee ettt e e 60
2. ESTUDI DE LA PATOLOGIA AL SNC ...ttt 62
2.1. Acumulaci6 de colesterol............coccveeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeen 62
2.2. HOMeOostasi lISOSOMICA.........ccuuvviiiiiieeee e 63
2.2.1. DistensioO liISOSOMICA.........uuuuuuuuurrnnririiinriiinninnrnnnnneneneennne 63
2.2.2. Desregulacio enzimatiCa ...........cceeeeeeeeeeiieeiiiiiieeeeeeeeeennns 65
2.2.3. Defectes de 'autofagia...........cccuvvvumiiiiiiimiiiiiiiiiiiiiiiiinnnns 66
2.3. DesmieliNitZacio .........ccooeeeeeeeieee e, 67
2.4. Patologia del cerebel..........ccoovriiiiiiiiiii e, 68
2.5. Neuroinflamacio ... 71

3. ESTUDI DE LA PATOLOGIA ALS TEIXITS PERIFERICS DEL
RATOLI MODEL DE LA NPC2 .....ocuiiiieeeieeteeieeeee e, 74
3.1. Acumulacio de colesterol...........cccccvvvviiiiiiiiiiiiii 74
3.2. Distensio lISOSOMICA .......uuriiieeeiiiiiiiiieie e 75
3.3. Inflamacio als teixits pPeriferiCS........cccccuuviiiiiiiiiieeeiiiiiiiieeeen, 77
3.4. Hepatosplenomegalia............ccuvveiiiieeeiiiiiiiiiiieee e 79
3.5. Homeostasi liISOSOMICA..........ccceeeeeiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 80
3.5.1. Alteracions patologiques al fetge..........cccccceevviiiiiinennnnnn. 80
3.5.2. Alteracio de I'activitat B-HEXO al sérum.............cceeeee.... 81
3.6. DaNY hEPALIC ....oooiiiiiieeee e 82
4. AVALUACIO DEL COMPORTAMENT ....oooviiiieieeee e 84
4.1. Provadelactimetre .......ccccvviiiiiiiiice e 84

4.2. Prova del rotarod i MEeSh teSt.......vvuiieii e 87



index

Part 2. Desenvolupament d’una aproximacio de terapia génica per a la

1. CONSTRUCCIO DEL VECTOR VIRAL ADENOASSOCIAT DE

SEROTIP 9 CODIFICANT PER LA PROTEINA NPC2 .................... 91
2. DISSENY EXPERIMENTAL .ccoi it 92
3. AVALUACIO GENERAL DE L’EFECTE DEL TRACTAMENT AMB
L’ AAVO-NPC2... it saasaaasaassssnnnssnsssssnsssnnnnnnnes 94
3.1. Expressio del mMRNA omNpc2 i de la proteina NPC2 .............. 94
3.2, PES COMPOral......cccouiiiiiiiiiiiiiiiiiii 96
3.3, SUPEIVIVENCIA.....ciiiiiiiiiiiiiie ettt 97
4. EFICACIA DEL TRACTAMENT AMB L’AAV9-Npc2 A LA
PATOLOGIA DEL SNC ....uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiininisnsnannnnnnnnnnsnnnnnsnnnnnnnnnns 100
4.1. Reduccié de 'acumulacié de colesterol no esterificat............ 100
4.2. HOomMeOostasi lISOSOMICA.........ccuvvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 102
4.2.1. Distensio lISOSOMICA.........ceeeeeeeiiieeieeeeeeeeeee e 102
4.2.2. Desregulacio enzimatiCa ..........cccceeeieeeeiieeiiiiiieiieeeeeeeennns 104
4.2.3. Defectes de lautofagia..........ccccoeeeeeeeeiiiiii, 105
4.3. DesmielinNitZacio ............couuueiiiiiiiiiiiiiii 106
4.4. Patologia del cerebel............eeiiiiiiiiiiiici e, 107
4.5. Neuroinflamacio ..........cccovvviiiiiiiiii 111
5. EFECTE DEL TRACTAMENT AMB L’AAV9-Npc2 A LA
PATOLOGIA DELS TEIXITS PERIFERICS........ccoooveveeeeeeeeenn 115
5.1. Acumulacio de colesterol...........cccceeeeeeeiiiieeeee, 115
5.2. Distensio liISOSOMICA.........cccoeeeeiiieiiiiee e, 116
5.3. Inflamacio als teixits periferiCS .........cccccevuiiiiiiiieeiieeeiiiiiiee 119
5.4. Hepatosplenomegalia.............ccouviiiiiiiieiiiiiiiiieeee e 122
5.5. Homeostasi lISOSOMICA..........ccceeeeeeieeeeieeee e, 123
5.5.1. Enzims lisosOmics al fetge ........ccccoeviiiiiiiieiieeeiiiiiinee 123
5.5.2. Alteracio de l'activitat B-HEXO al sérum....................... 124
6. AVALUACIO DEL COMPORTAMENT ...ooovviiieeieee e, 125
6.1. Provadelactimetre .........ccccvvvriiiiiiii e, 125
6.2. Prova del meshtestidelrotarod.........ccccccoiiiiiiiiiiiiiiiinnnnnn. 126
RV I 1T o 1 E3 ] [ o PP 129
AV IR @ ] 1o 11 £ Lo ] o K= 143



index

VIl MaterialS i MELOUES. .....ccvviiieiieeeeeeeeeeeeeeeee et 147
7. MATERIALS ...ttt e e e rraea e e e e e 149
A% R Y 11 = 149
7.2. SOQUES bacCterianes. ... 150
AR T Y g 1o 0 13 L 150
A = 1] 01 o [ 151
A T =T Tos 111 152
ST V] = 0] ] =SS TR 153
8.1. Genotipatge dels ratolins NPC2 ..., 153
8.1.1. Aillament del DNA genOMIC........cceeviiuviiiiiiiieeeeaiiiiene 153
8.1.2. Genotipatge per PCR ......cccooeeiiiiiiiiieie e, 153
8.2. Tecnigues de manipulacié del DNA...........ccccceeeii e, 154
8.2.1. Preparacio del DNA plasmidicC........ccccooeeeviiiiiiiiiiinnnenn.. 154
8.2.2. Digestid del DNA amb enzims de restricCid.................. 155
8.2.3. Desfosforilacié dels fragments de DNA ........................ 155
8.2.4. Generacio d’exXtrems FOMS ............uevuvverrmmmmmmnnnnnnnnnnnnnnes 155
8.2.5. Lligaci6 dels fragments de DNA .......ccoooeeiiiiiiiiiiiinneeenns, 156
8.2.6. Transformacio de les cél-lules competents................... 156
8.2.7. Purificacio i resolucid del DNA .........ccccccvivveviiiiiiiinnnns 156
8.3. Teécniques d’obtencid i manipulacié del RNA..............c....ee... 157
8.3.1. Aillament i purificacié de RNA total ...........ccccccvvvvvnnnnnnns 157
8.3.2. Sintesi del CDNA .........uuiiiiiii e 157
8.3.3. Quantificacié de I'expressié del mRNA per gPCR ........ 158

8.4. Transfeccio de cultius cel-lulars HEK-293 amb DNA plasmidic
.............................................................................................. 159
8.5. Produccio, purificaci6 i titulacié de vectors virals adenoassociats
.............................................................................................. 159
8.5.1. ProducciO i purificacio ...........ccceeeeiiiiiiiiiiiiiiee e 159
8.5.2. Titulacié de genomes ViralS..........ccccvvvvmmmmnnnnnnnnnnnnnnnnnns 161
8.5.3. Quantificacié de particules viralS............cccccuvrvrnnnnnnnnns 162
8.6. Administracio in vivo dels vectors AAV ..., 163

8.7.

8.6.1. Administracio intracisterna magna dels vectors AAV9 a
[£= 10 ] 11 £ 163
8.6.2. Administracio intravenosa dels vectors AAV9 a ratolins 164
Eutanasia i obtencié de mostres biologiques post mortem de
(7= 10 ] 11 3 164



index

8.8. Quantificacié de genomes virals als teixits ................cceeeen. 165
8.9. WesStern blot........oooeiieeeeeeeee 166
8.9.1. Quantificaci6 del contingut proteic pel métode del BCA 166
8.9.2. Electroforesi en gels d’acrilamida (SDS-PAGE) ........... 166
8.9.3. Electrotransferéncia de les proteines a la membrana de
PVDF o 167
8.9.4. Incubaci® irevelat.........ccccuuvuiiimiiiiiiiiiiiiiis 167
8.10. Determinaci6 de les activitats enzimatiques .................uvvuenn. 168

8.10.1. Quantificacié del contingut proteic pel metode del Bradford

..................................................................................... 168

8.11. Determinacié de l'activitat B-HEXO i HGSNAT .........ccovvvvennn. 168
8.12. Immunohistoquimica de seccions tissulars en blocs de parafina

.............................................................................................. 169

8.13. Determinacio de I'area positiva de les immunohistoquimiques de

CAMP ClAT. ... 169

8.14. Tincié amb complex de filipina..........cccccoviiiiiiiiiiiiieeiiniii, 169

8.15. Microscopia electronica de transmissio ............cceeeeeeeeeeeeenn. 170

8.16. Determinaci6 del contingut de colesterol al serum i als teixits 170

8.17. Determinaci6 de la transaminasa AST al serum.................... 171

8.18. Proves de comportament ...........cccceeeeeeeeeiiieiiiiiie e, 171

8.18. 1. ACHIMELIe. .. .uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e eeeeeeeeenenees 171

LT RS 02 2 (o] 7= 1 {0 Lo N 171

8.18.3. MBS LESE ....uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 172

8.19. Analisi estadiStiCa...........coeeeeeeeeeieeeeeeeeen 172

VI Bibliografia.......couuuieiiiiic e 173

Xl






|. Presentacio






Presentaci6

La malaltia de Niemann-Pick tipus C2 (NPC2) és una malaltia minoritaria
d’acumulacio lisosomica causada per la deficiéncia de la proteina NPC2, implicada en
el transport i sortida del colesterol no esterificat del compartiment endo-lisosomic. La
deficiéncia d’aquesta proteina provoca l'acumulacié patologica del colesterol no
esterificat als lisosomes, fet que déna lloc a la disfuncié i mort cel-lular tant al sistema
nervios central (SNC) com als teixits periférics. Es tracta d'una malaltia
neurodegenerativa, severa i progressiva, que es caracteritza principalment per I'ataxia
cerebel-losa, la disfagia, la disartria, I'oftalmoplegia vertical supranuclear i la deméncia.
Comparativament, la patologia als organs periférics €és més lleu i inclou, habitualment,
I'hepatosplenomegalia. L’edat d’aparicié dels primers simptomes és forca heterogénia,
ja que pot ser des de poc després del naixement fins a 'edat adulta. Generalment, els

pacients moren entre la primera i la segona decada de vida.

Actualment, només es disposa d’un tractament aprovat comercialment per a la
malaltia de NPC2, el miglustat. Aquest farmac Unicament permet estabilitzar i endarrerir
la progressio de la malaltia als pacients pediatrics, perd no presenta una elevada eficacia
terapéutica als pacients de presentacio juvenil i adulta de la malaltia. A més a més,
alguns dels inconvenients que presenta son que no tracta tot I'espectre fenotipic de la
malaltia i que calen administracions periodiques als pacients, ja que no és un tractament
enfocat a resoldre el problema genétic. Aixi doncs, actualment és necessari el
desenvolupament de noves estratégies terapéutiqgues més eficaces que permetin tractar
tot 'espectre fenotipic de la malaltia. La terapia génica in vivo basada en I'administracié
de vectors virals adenoassociats (AAV) representa una alternativa molt prometedora per
al tractament de les malalties monogéniques, com la NPC2, ja que una Unica
administracié del vector permet introduir una copia corregida del gen mutat que donara

lloc a una expressid estable del transgen, amb un perfil de seguretat excel-lent.

Per tant, I'objectiu principal d’aquesta tesi doctoral va ser el desenvolupament
d’'una aproximacié de terapia génica basada en I'administracié al liquid cefaloraquidi
(LCR) d'un vector AAV de serotip 9 (AAV9) codificant per la proteina NPC2 per al
tractament de la malaltia de NPC2. Els vectors AAV9 presenten un ampli tropisme pel
SNC, el principal organ afectat a la malaltia de NPC2, i també sén capacos de drenar
des del LCR cap al torren sanguini i transduir eficientment el fetge, principal bomba
secretora de la proteina als teixits periférics. En primer lloc, abans de testar aguesta
estratégia terapéutica, es va caracteritzar un nou ratoli model de la malaltia, knock-out
per al gen Npc2, que va mostrar un fenotip molt sever i agressiu. Aquest model de ratoli
recapitulava les principals alteracions patologiques que presentaven els pacients

humans, com lacumulacié del colesterol, la neurodegeneracié progressiva i la
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hipomielinitzacié. A més a més, el model també va presentar problemes locomotors i de
la coordinaci6, aixi com també una pérdua progressiva del pes corporal i una reduccié

drastica de I'esperanca de vida.

La segona part d’'aquesta tesi doctoral es va centrar en demostrar I'eficacia
terapéutica del disseny de terapia génica per a la NPC2, on es va analitzar I'efecte de
I'edat d’injeccio dels ratolins, de la dosi del vector administrada al LCR per via intra-
cisterna magna (IC) i de la co-administracié del vector per via intravenosa (1V). Els
resultats de I'estudi van demostrar que 'administracié del vector AAV9-Npc2 a una dosi
d’1x10%vg per via IC als ratolins de 18 dies d’edat, quan la patologia ja estava ben
establerta, va resultar en una molt bona eficacia terapéutica que millorava tant les
principals caracteristiques de la patologia del SNC, com també la dels organs i teixits
periferics. Aixi doncs, el tractament va permetre I'expressio de la proteina NPC2 al SNC,
fet que va conduir a una reduccié molt marcada de I'acumulacié del colesterol no
esterificat a I'encéfal. Conseqlientment, es va observar una millora de la patologia
lisosdmica, un increment de la mielinitzacié i de la supervivéncia de les cél-lules de
Purkinje i també a una correccio de la neuroinflamacié. A més a més, part del vector va
drenar des del LCR cap a la torrent sanguini i va transduir de forma eficient el fetge,
sense la necessitat de co-administrar el vector per via IV. L’'expressié hepatica de la
proteina NPC2 fins a nivells suprafisiologics va permetre la correccié de la patologia als
organs periferics, gracies al fenomen de la correccié creuada, on la proteina secretada
al torrent sanguini pot ser recaptada per altres teixits que no expressen la proteina. El
tractament amb AAV9-Npc2 també va resultar en una millora dels problemes locomotors
i de la coordinaci6é i un increment del pes corporal, aixi com també a un augment

substancial de la supervivéncia dels ratolins, practicament indistingible dels ratolins WT.

En conjunt, aquests resultats van demostrar I'eficacia terapéutica de
I'administracio al LCR dels vectors AAV9 codificants per la proteina NPC2 per a revertir
les alteracions patologiques a un model molt sever de la malaltia de NPC2. Aixi doncs,
aguest estudi suposa una base solida per a la translacié clinica d’aquesta aproximacio

de terapia génica per al tractament dels pacients de la malaltia de NPC2.
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1. MALALTIES D’ACUMULACIO LISOSOMICA

Les malalties d’acumulacié lisosomica (LSD, Lysosomal Storage Disease) son
un conjunt de malalties minoritaries caracteritzades per 'acumulacio intra-lisosomica de
diverses macromolécules no degradades a causa de la deficiéncia d’alguna proteina

lisosomica.

1.1. Lisosomes i enzims lisosomics

Els lisosomes sén uns organuls intracel-lulars recoberts per una bicapa lipidica
presents a les cél-lules animals, que van ser descrits per primera vegada pel Christian
de Duve I'any 1955 (De Duve, 1955). Aquest organul és un dels centres catabolics més
importants de la cél-lula, ja que participa en el reciclatge i la degradacié de
macromolécules d’'origen intra o extracel-lular (Saftig, 2009; Appelqvist, 2013). Els
lisosomes tenen un pH luminal de 4.5-5, un ambient acid que es manté gracies a les
bombes de protons transmembrana de tipus H*-ATPasa i que les hidrolases
lisosdmiques necessiten per dur a terme la seva funcié (Lawrence, 2019). A part
d’'aquesta funcié catabodlica, els lisosomes també participen en altres processos
fisioldgics com: ’'homedstasi del colesterol, la reparacié de la membrana plasmatica, la
defensa contra patdgens, la remodelacié oOssia, la senyalitzacié cel-lular i 'apoptosi
(Saftig, 2009).

Hi ha dos tipus de proteines indispensables pel funcionament del lisosoma: les
solubles i les de membrana. La majoria de proteines solubles sén hidrolases acides, de
les quals se’n coneixen més de 50, amb activitats enzimatiques de tipus fosfatasa,
lipasa, peptidasa, nucleasa, sulfatasa, glucosidasa, entre d’altres (Makrypidi, 2012).
També hi ha proteines solubles sense activitat enzimatica com ara la NPC2, un
translocador del colesterol, o les saposines, que faciliten la interaccié del substrat amb
la hidrolasa (Braulke, 2009). Les proteines de membrana, unes 25 aproximadament,
estan majoritariament implicades en processos de senyalitzacio, fusi6 de membranes,
acidificacio del lumen lisosomic i transport d’'ions i molécules (Saftig, 2009; Lawrence,
2019).

Les proteines lisosdmiques contenen un péptid senyal d’'uns 20 aminoacids (aa)
a la regi6 N-Terminal que dirigeix la translocacié co-traduccional al Reticle
Endoplasmatic (RE) (Figura 1) (Braulke, 2009). Al lumen del RE, les proteines poden
rebre diverses modificacions post-traduccionals, com ara la protedlisi de la senyal de

direccionament al RE o la unid6 de loligosacarid GlcsMangGIlcNac, a residus
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d’Asparagina en sequéncies N-X-S/T. La glicosilacié és un procés indispensable pel
correcte plegament, oligomeritzacié i transport de la proteina. Seguidament, les
proteines arriben a I'Aparell de Golgi (AG) per transport vesicular. En aquest organul,
les cadenes d’oligosacarids es continuen modificant amb residus complexos, entre els
quals destaca la fosforilacié dels residus de mannosa per a generar la mannosa-6-fosfat
(M6P) (Figura 1) (Braulke, 2009; Saftig, 2009). La M6P és un residu present en la majoria
de proteines lisosdmiques solubles que actua com a lligant dels receptors de mannosa-
6-fosfat (MPR) per a dirigir-les, principalment, al lisosoma. Ara bé, hi ha proteines
lisosomiques solubles que no estan modificades amb la M6P i utilitzen altres proteines
lisosomiques de membrana com a receptor per ser dirigides als lisosomes. Per exemple,
la B-glucosidasa s’uneix a la proteina lisosomica integral de membrana 2 (LIMP2,
Lysosomal integral membrane protein 2); i la prosaposina i la neurotensina, a la sortilina
(Saftig, 2009). Tant els MPR com les proteines lisosomiques de membrana contenen
unes sequeéncies peptidiques a les cues citosoliqgues que els permet incorporar-se en
vesicules de clatrina i sortir per transport vesicular del sistema trans-golgi (Figura 1)
(Braulke, 2009; Luzio, 2014). Aquestes vesicules es fusionen amb els endosomes, uns
organuls cel-lulars amb un pH acid al voltant de 5.5, el qual permet la separacio del
receptor i la proteina lisosomica (Braulke, 2009). Els receptors son reciclats en vesicules
i, majoritariament, retornen a la xarxa trans-golgi per a repetir el mateix procés (Riederer,
1994). Ara bé, una part dels receptors migra fins a la membrana plasmatica, on participa
en l'exocitosi i endocitosi de proteines lisosomiques del medi extracel-lular (Saftig,
2009). Els endosomes van madurant progressivament tot disminuint el seu pH fins que
es fusionen amb els lisosomes. Al lisosoma, finalment, el pH més acid déna lloc a la
desfosforilacié de la M6P i la maduraci6 final de la proteina, que habitualment inclou la
protedlisi per alguna de les hidrolases ja presents al lisosoma, aixi com la formaci6 de

complexos multienzimatics (Figura 1) (Braulke, 2009; Makrypidi, 2012).
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Figura 1. Sintesi i transport intracel-lular de les proteines lisosOmiques. Les proteines lisosomiques
se sintetitzen com a precursors al RE. Posteriorment es transporten fins a I'AG, on les proteines
lisosomiques solubles es modifiquen amb I'addicié de la MEP. Aquesta modificacid els permet unir-se al
MPR i incorporar-se, juntament amb les proteines lisosomiques de membrana, a les vesicules de clatrina
gue surten del sistema trans-Golgi i es fusionen amb els endosomes tardans. Aqui, el pH acid permet la
dissociaci6 de les proteines solubles i el reciclatge dels MPR (fletxes taronges). Finalment, els endosomes
tardans es fusionen amb els lisosomes, on es completa la maduracio de les proteines lisosomiques.

Cal tenir en compte que no totes les proteines lisosomiques son dirigides al
compartiment endo-lisosomic. Una part de les vesicules que surten de la xarxa trans-
golgi segueix la via classica de les proteines secretables i es fusiona directament amb
la membrana plasmatica (Saftig, 2009). D’aquesta manera, les proteines lisosomiques
solubles sén excretades a l'espai extracel-lular. Com que les ceél-lules disposen de
receptors MPR a la membrana plasmatica, les proteines lisosomiques poden retornar a
l'interior de la cél-lula i ser dirigides als lisosomes (Parenti, 2015). Aquest fenomen
permet la correccid creuada (Figura 2), un mecanisme que exploten diversos protocols
per al tractament de les LSD, com la substitucié enzimatica o la terapia genica, on fan
arribar les proteines lisosomiques funcionals a les cél-lules deficients (Platt, 2009;
Nagree, 2019).
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Figura 2. Mecanisme de la correccid creuada. Les proteines lisosomiques solubles produides en una
cel-lula poden ser excretades al medi extracel-lular i al torrent sanguini. Les cél-lules veines o distants que
expressin els MPR a la seva membrana poden captar aquestes proteines exogenes i fer-les arribar al
lisosoma. A alguns protocols per al tractament de les LSD, s’administra directament la proteina recombinant
o es modifica genéticament algunes cel-lules per tal que la puguin produir i secretar. D’aquesta manera,
s’aconsegueix que les celules que no poden sintetitzar la proteina funcional la puguin captar del medi
extracel-lular i recuperar-ne la funcié.

1.2. Malalties d’acumulacio lisosomica

Les LSD s6n un conjunt d’unes 70 malalties monogéniques que afecten la funcié
catabolica d’aquest organul (Platt, 2018). Sén malalties d’heréncia autosdmica
recessiva, excepte la sindrome de Hunter, la malaltia de Danon i la malaltia de Fabry
que estan lligades al cromosoma X. Col-lectivament, presenten una incidéncia d’'un de
cada 5000-8000 naixements (Parenti, 2015; Platt, 2018). Les LSD estan provocades per
mutacions als gens que codifiquen enzims, cofactors o transportadors lisosomics. Com
a conseqléncia, els lisosomes no sén capacos de degradar els substrats que arriben a
aquest organul, on s’hi acumulen i provoquen la distensio lisosomica (Biffi, 2016). Els
lisosomes esdevenen disfuncionals, fet que interfereix en el funcionament correcte de
les cel-lules afectades i, finalment, en pot provocar la mort (Platt, 2018). Les LSD son
un grup molt heterogeni de malalties que afecten diferents organs i teixits. En general,
perd, s6n malalties de caracter progressiu que presenten visceromegalies, poden
afectar el sistema nerviés central (SNC) i resulten en una disminucié significativa de
'esperanca de vida dels pacients. Clinicament, s’acostumen a classificar segons el

substrat acumulat (Taula 1) (Parenti, 2015).
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Taula 1. Classificacié de les LSD segons el tipus de substrat acumulat.

Nom de la malaltia o sindrome

Gen mutat

Substrat que s’acumula

Defectes de la degradaci6 i transport del colesterol

Malaltia de Niemann-Pick tipus C1 NPC1

Malaltia de Niemann-Pick tipus C2 NPC2
Deficiéncia de la Lipasa Acida Lisosomica LIPA

Malaltia de Wolman

Malaltia d’acumulacio d’ésters de

colesterol (CESD)

Defectes de la degradacié d’esfingolipids

Colesterol i esfingolipids
Colesterol i esfingolipids

Esters de colesterol, triglicérids i altres
lipids

Malaltia de Fabry GLA
Lipogranulomatosis de Farber ASAH1
Malaltia de Gaucher

Tipus I, i 1l GBA

Gaucher variant PSAP
GM1 gangliosidosis GLB1
GM2 gangliosidosis

Malaltia de Tay-Sachs HEXA

Malaltia de Sandhoff HEXB

Deficiencia de I'activador GM2 GM2A
Leucodistrofia de cél-lules globoides GALC
(Malaltia de Krabbe)
Leucodistrofia metacromatica ARSA,

L. M. variant PSAP
Malaltia de Niemann-Pick tipus Ai B SMPD1

Defectes de la degradacio de glicosaminoglicans

Globotriaosilceramida
Ceramida
Glucocerebrosid i glucoesfingosina

GM1, keratan sulfat i oligosacarids
GM2, glicosaminoglicans i

glicoesfingolipids
Galactocerebrosid i psicosina
Compostos sulfatats

Esfingomielina

MPS | (Sindrome de Hurler, Scheie i IDUA Dermatan sulfat i heparan sulfat
Hurler-Scheie)
MPS Il (Sindrome de Hunter) IDS Dermatan sulfat i heparan sulfat
MPS 11l (Sindrome de Sanfilippo) Heparan sulfat
MPS 1lIA SGSH
MPS 11IB NAGLU
MPS 1lIC HGSNAT
MPS 1lID GNS
MPS IV (Sindrome de Morquio)
MPS IVA GALNS Keratan sulfat i condroitin-6-sulfat
MPS IVB GLB1 Keratan sulfat
MPS VI (Sindrome de Maroteaux-Lamy) ARSB Dermatan sulfat
MPS VI (Sindrome d’Sly) GUSB Dermatan sulfat, heparan sulfat i
condroitin-6-sulfat
MPS IX (Sindrome de Natowicz) HYAL1 Acid hialurdnic
Defectes de la degradacio de glicogen
Malaltia de Pompe GAA Glicogen

Defectes de la degradacié de glicoproteines

a-Manosidosi MAN2B1
B-Manosidosi MANBA
Fucosidosi FUCA1
Aspartilglucosamindria AGA
Malaltia de Schindler NAGA
Sialidosi NEU1
Galactosialidosi CTSA

11

Oligosacarids enriquits en mannosa
Man(B1>4)N-acetilglucosamina
Oligosacarids enriquits en fucosa,
glicoproteines i glicolipids
Aspartilglucosamina

Glicoesfingolipids, asialoglicopeptids i
glicopeéptids sialilats

Oligosacarids sialilats, glicopéptid i APP
Oligosacarids sialilats i glicopéeptids
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Taula 1. Classificacié de les LSD segons el tipus de substrat acumulat (continuacio).

Nom de la malaltia o sindrome Gen mutat  Substrat que s’acumula

Defectes de la modificaci6é post-traduccional de proteines

Deficiéncia mdltiple de sulfatases SUMF1 Compostos sulfatats

Mucolipidosi Il o/ GNPTAB Oligosacarids, glicosaminoglicans i
glicoesfingolipids

Mucolipidosi lll y GNPTG Oligosacarids, glicosaminoglicans i

glicoesfingolipids

Defectes de la degradacio de la lipofuscina

CLN1 (Malaltia de Haltia-Santavuori) PPT1 Lipofuscina
CLN2 (Malaltia de Jansky-Bielschowsky) TPP1 Lipofuscina
CLN3 (Malaltia de Batten-Spielmeyer- CLN3 Lipofuscina
Sjogren)

CLN4 (Malaltia de Parry i Kufs) DNAJC5 Lipofuscina
CLN5 CLN5 Lipofuscina
CLN6 (Malaltia de Lake-Cavanagh) CLN6 Lipofuscina
CLN7 CLN7 Lipofuscina
CLN8 CLN8 Lipofuscina
CLN9 Desconegut Lipofuscina
CLN10 CTSD Lipofuscina
CLN11 GRN Lipofuscina
CLN12 (Sindrome de Kufor-Rakeb) ATP13A2 Lipofuscina
CLN13 CTSF Lipofuscina
CLN14 KCTD7 Lipofuscina

Defectes de la degradacié de polipeptids

Picnodisostosi CTSK Col-lagen de la matriu 0ssia
(Sindrome de Toulouse-Lautrec)

Defectes de el transport lisosomic

Cistinosi CTNS Cistina
Malaltia de Danon LAMP2 Residus citoplasmatics i glicogen
Malaltia de Salla SLC17A5 Acids sialics
Mucolipidosi IV MCOLN1 Lipids i glicosaminoglicans
Malaltia de Hermansky-Pudlak tipus 1-7 HPS1- Lipofuscina
HPS7

Malaltia de Chédiak-Higashi LYST Acumulacié de substrats varis
Sindrome de Griscelli Acumulacié de substrats varis

Tipus 1 (Sindrome d’Elejalde) MYO5A

Tipus 2 RAB27A

MPS: mucopolisacaridosi; CLN: Lipofucsinosi ceroide neuronal. Adaptada de Wilcox, 2004; i Futerman,
2004.
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2. NIEMANN-PICK TIPUS C2

A finals dels anys 20, a partir dels estudis desenvolupats pel pediatre Albert
Niemann i el patoleg Ludwig Pick, es va comengar a anomenar com a malaltia de
Niemann-Pick tot un conjunt heterogeni de LSD d’heréncia autosomica recessiva
caracteritzades per 'acumulacié d’esfingomielina i 'hepatosplenomegalia, amb o sense
afectacié del SNC (Vanier, 2010). Més tard, I'any 1958, Crocker i Farber van proposar
un sistema de classificacio on la malaltia de Niemann-Pick es dividia en els tipus A, B,
CiD (Crocker, 1958). El tipus A (NPA) presentava un deteriorament molt sever del SNC,
amb una progressio molt rapida a causa d’una elevada acumulacié d’esfingomielina de
forma generalitzada a tot 'organisme. El tipus B (NPB) era una malaltia cronica on
només estaven afectats els teixits somatics. En canvi, els tipus C (NPC) i D presentaven
una afectacié del SNC amb una progressié més lenta que el tipus A i una patologia
somatica menys severa que el tipus B (Crocker, 1958). Posteriorment, es va descriure
I'error genétic causant dels diferents tipus de la malaltia de Niemann-Pick. Els tipus A i
B estan causats per mutacions que afecten l'activitat de I'esfingomielinasa acida,
codificada al gen SMPD1 (Brady, 1966). Tot i aix0, s’ha mantingut la denominacio de
tipus A i B a causa de la gran diferéncia clinica. Al tipus C, hi ha dues proteines causants
de la malaltia que donen lloc a la denominacié Niemann-Pick tipus C1 i C2 (Steinberg,
1994). El tipus C1 (NPC1) esta ocasionat per mutacions al gen NPC1 (Carstea, 1997),
mentre que al tipus C2 (NPC2), al gen NPC2 (inicialment anomenat HE1) (Naureckiene,
2000). El tipus D, classificat com a tal pel fet que els afectats eren tots d’ascendéncia
dels Acadians de Nova Escocia, és en realitat provocada per mutacions al gen NPC1 i,
per tant, actualment formen part del tipus C1 (Vanier, 2003). Les proteines NPC1 i NPC2
funcionen en tandem a la sortida del colesterol no esterificat del compartiment endo-
lisosomic. Per tant, a diferéncia dels tipus A i B, el metabolit d’'acumulacié primaria a la
malaltia de NPC no és I'esfingomielina, sind el colesterol no esterificat. Clinicament, la
malaltia de NPC1 i NPC2 son indistingibles (Platt, 2018).

2.1. Incidéncia de la NPC2

L’heréncia de la NPC és autosomica recessiva i pan-etnica (Vanier, 2003).
Generalment, no es fa distincioé entre la prevalenca o la incidéncia de cada subtipus a
causa de la similitud clinica entre ells. Tot i aix0, hi ha for¢ca consens que almenys el
95% dels casos de Niemann-Pick tipus C estan ocasionats per mutacions al gen NPC1
i el percentatge restant al gen NPC2 (Vanier, 2003; Geberhiwot, 2018). La incidencia

global de la NPC se situa en aproximadament 1 de cada 100.000 naixements vius
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(Vanier, 2010; Jahnova, 2014; Geberhiwot, 2018). Aixi doncs, la incidéncia de la NPC2
és inferior a 1 de cada 2.000.000 naixements vius (Wassif, 2016). Aquesta dada es
considera una subestimacio, ja que 'ampli espectre fenotipic de la patologia, juntament
amb la desinformaciéo medica a causa de la condicié de ser una malaltia minoritaria, en
pot dificultar el diagnostic (Vanier, 2010). De fet, un estudi recent basat en dades
obtingudes a partir de la sequenciacié de 'exoma suggereix que hi ha una prevalenca
tan alta com 1-2 de cada 40.000 persones (Wassif, 2016). Aquests resultats indiquen
que hi ha un nombre molt elevat de pacients amb formes no classiques de la NPC o bé
no diagnosticats correctament (Wassif, 2016). No s’han fet estudis en profunditat, perd
la majoria de pacients de NPC2 descrits provenen del nord d’Africa, Turquia i Italia
(Geberhiwot, 2018; Xu, 2019).

2.2. Caracteristigues moleculars de la NPC2
2.2.1. Gen NPC2

Als humans, el locus del gen NPC2 (Gene ID: 10577), que anteriorment rebia el
nom d’HEL, es localitza al cromosoma 14g24.3, té una llargada de 13366 bp i conté 5
exons (Figura 3) (Naureckiene, 2000; Millat, 2005; Xu, 2019). L’expressio del gen NPC2
és ubiqua i genera un transcrit d’aproximadament 1 kb. Els nivells més alts d’expressio
es localitzen als testicles, als ronyons i al fetge, seguit d’'uns nivells considerablement
més baixos al muscul i al pulmo (Kirchhoff, 1996; Naureckiene, 2000). En ratolins, el gen
Npc2 (Gene ID: 67963) té el seu locus al cromosoma 12 (37.39 cM), és més llarg que el
gen huma, amb una longitud de 18554 bp, i Gtnicament conté 4 exons (Figura 3). L'ex6

4 del gen muri té una homologia molt alta amb els exons 4 i 5 del gen huma.

hsNPC2 Ex6 1 Ex6 2 Ex6 3 Ex64 Ex65
113b 108b 173b 78 b 349b
Crom.14 P P p P p
74,493,305 bp l] ————————
mmNpc2
Crom.12
84,773,112 bp D ————————
Ex6 1
327 bp

Figura 3. Esquema dels gens codificants de la NPC2 humana i de ratoli. Esquema a escala de la mida,
I'organitzacié i la localitzacié cromosomica del gen NPC2 (hsNPC2, d’'origen huma) i Npc2 (mmNpc2,
d’origen muri). Les caixes indiquen els exons i la linia discontinua horitzontal, els introns. Les linies
discontinues obliques indiquen ’'homologia entre els exons. La part codificant del gen s’indica en color groc,
la regi6é 5-UTR (untranslated region, regié no traduida), de color verd i la 3'-UTR, en blau.
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2.2.2. Proteina NPC2

La NPC2 és una proteina lisosomica soluble de 16 kDa que s’uneix al colesterol
no esterificat (McCauliff, 2015). La NPC2 se sintetitza com una glicoproteina de 151 aa
gue conté una sequéncia senyal de 19 aa, la qual es talla per a donar una proteina
madura de 132 aa (Figura 4) (Kirchhoff, 1996; Naureckiene, 2000). Té una estructura
terciaria de tipus immunoglobulin-like, estabilitzada per 3 ponts disulfur entre les
cisteines 27-140, 42-47 i 93-99 (Friedland, 2003) (Figura 4). El nucli hidrofobic de la
NPC2 conté una cavitat per a la unié del colesterol formada pels residus F85, V115,
Y119, indispensables per la interaccié amb el colesterol, aixi com els residus V39, Y55,
V57, L78, V83, L113, P114, E118, P120, V126, W128, W141 i V145 (Friedland, 2003;
Xu, 2007; Wang, 2010). La NPC2 esta N-glicosilada a la posici6 Asn-58 amb
loligosacarid MG6P, necessari per tal de dirigir-la al lisosoma (Chikh, 2004).
Addicionalment, hi ha dos altres llocs potencials de glicosilacié (N-X-S/T), IN38 i 'N135
(Friedland, 2003). Només hi ha evidéncies de la glicosilacié ocasional de 'N135, una
asparagina no conservada entre espécies, que en estudis in vitro condueix a una
reducci6 de la capacitat de la proteina NPC2 per transferir el colesterol entre membranes
(Chikh, 2004; Cheruku, 2006).

La NPC2 és una proteina altament conservada entre mamifers (Friedland, 2003).
Concretament, la identitat de la seqliéncia peptidica de la NPC2 humana i murina és del
80.1% i tenen una similitud del 87.4% (Figura 4).

La funcié exacta de la proteina NPC2 encara és for¢a desconeguda. Se sap que
és una proteina d’'unié al colesterol i que participa en la seva sortida del compartiment
endo-lisosomic, perd no es descarta que també participi en la sortida d’altres lipids
(Walkley, 2004; Xu, 2008; Lloyd-Evans, 2010). El model més acceptat és que la NPC2
s’uneix i extreu el colesterol de les membranes internes del lisosoma, s’'uneix al domini
luminal de la proteina NPC1 i el transfereix al domini N-terminal d’aquesta proteina. Els
residus M79, V81 i V83 son indispensables per a la transferéncia del colesterol a la
proteina NPC1 (Figura 4) (Xu, 2007; Wang, 2010; Li, 2016b). Posteriorment, el colesterol
es transfereix des de la NPC1 a la membrana externa del lisosoma, des d’on es

transporta a altres compartiments cel-lulars (Kwon, 2009).

A part d’intervenir en el transport de lipids, es creu que la NPC2 pot tenir altres
funcions. Alguns estudis la proposen com a receptor de reconeixement de patrons de la
immunitat innata, ja que es pot unir als lipopolisacarids o al lipid A (Shi, 2012; Platt,

2016). Per altra banda, també és una proteina molt abundant en diverses secrecions
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humanes, com ara la llet materna, el plasma, el semen o la bilis, fet que suggereix

possibles funcions extracel-lulars encara no descrites (Appelqvist, 2013).

Peptid senyal

NPC2 humana :MRFLAATFLLLALSTAAQAFPVQFKDCGSVDGVIKEVNVSPCPTQPCQLS 50
NPC2 murina IMRFLAATILLLALVAASQAEPLHFKDCGSKVGVIKEVNVSPCPTDPCQLH 50
NPC2 felina IMRSLAVAFVLLALSASGLAEPVIFKDCGSGFGVIKELNVSPCPTQPCKLH 50
NPC2 porcina 'MHFLAAAFLLLTLSASALAEPVHFRDCGSGVGVIKEVNVNPCPTQPCQLH 50
NPC2 bovina  |MRFLTVAFLFLALSASALARPVKFKDCGSWVGVIKEVNVSPCPTQPCKLH 50
* . * . e e e ok oKk . . * Kk Kk . * o kK Kk Kk %k )k Kk Kk Kk o k%K kA Kk Kk Kk o kk ok
it P - i ks
\
NPC2 humana KGQOSYSVNVTFTSNIQSKSSKAVVHGILMGVPVPEPIPEPDGCKSGINCP 100
NPC2 murina KGOSYSVNITFTSGTQSONSTALVHGILEGIRVPEPIPEPDGCKSGINCP 100
NPC2 felina KGQOSYSVNVTFTSNVSSQGSKALVYGILMGVAVPEPIPEADGCKSGINCP 100
NPC2 porcina KGQOSYSVNVTFTSNTQSKGSKAVVHGIVMGVPIPEPIPDPDGCKSGINCP 100
NPC2 bovina RGOSYSVNVTFTSNTQSQSSKAVVHGIVMGIPVPEPIPESDGCKSGIRCP 100
ek Ak Ak Ak Kk Kk ko kkk*k * . * K ek o kK o * . ek Kk Kk Kk Kk o * Kk Kk Kk Kk Kk %k * %
V
NPC2 humana IQKDKTYSYLNKLPMKSENMPS IKLVVEWQLODDKNQSLFCWEIPVQIVSHL 151
NPC2 murina IQKDKVYSYLNKLPMKNEMPS IKLVVEWKLEDDKKNNLFCWEIPVQITS 149
NPC2 felina IQQOGKTYSYLNKLPMKNEMPS IKVMVKWQLLGDKEQNLFCWEIPVQIEG 149
NPC2 porcina IQKDQTYSYLNKLPMKAENMPS IKLVVEWKLODDNDQCLFCWQIPVQIES 149
NPC2 bocina IEKDKTYNYVNKLP KNEMPSIKVVVEWELTDDKNQRFFCWQIPIEVEA 149
* * * Kk Kk Kk k% % ****** *:*:* .*:.: :***:**:::

Figura 4. Alineacio de la sequéncia proteica de la NPC2 humana, murina, felina, porcina i bovina. La
seqgiliencia senyal esta marcada amb la caixa de linia discontinua; els aa indispensables per a la unié del
colesterol estan marcats de color blau fosc; els aa que formen la cavitat d’'unié al colesterol, en blau clar;
els aa indispensables per a la transferéncia del colesterol a la NPC1, en groc fosc; els aa que participen en
la unié a la NPC1, en groc clar; el punt de glicosilacié conservat esta marcat amb una punta de fletxa
vermella, mentre que el punt de glicosilaci6é addicional en humans correspon a la punta de fletxa blanca; els
ponts disulfur s’indiquen amb les linies vermelles. * aa identics, : aa amb caracterisitiques quimiques
similars; . aa amb una mida o estructura similar.

2.2.3. Mutacions al gen NPC2

Actualment, es coneixen 25 mutacions causants de la malaltia de NPC2, segons
les dades extretes de la Human Gene Mutation Database (HGMD) durant 'agost de
2020 (Taula 2). El tipus de mutacié més frequient és la de tipus missense (sentit erroni),
que corresponen a un 45% dels al-lels identificats. Un 26% de les mutacions
corresponen a les mutacions nonsense (sense sentit), un 15% s6n mutacions que
afecten I'splicing (empalmament) i un 11% sén petites delecions que generen mutacions
del tipus frameshift (canvis del marc obert de lectura). Finalment, també s’ha identificat
un al-lel amb una gran deleci6 entre I'exd 2 i 3 que impedeix la sintesi de la NPC2
(Wassif, 2016; Xu, 2019).
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Taula 2. Descripci6 dels al-lels mutants identificats als pacients de NPC2.

Mutacio del gen Mutacio6 de la proteina Localitzacié6 Tipus de mutaci6 Referéncia
C.1AST p.M1L Ex6 1 Missense (Fancello, 2009)
c.3G>C p.M1l Ex6 1 Missense (Zhang, 2014)
c.27delG p.L9fs Ex6 1 Frameshift (Park, 2003; Xu, 2019)
c.58G>T p.E20X Ex6 1 Nonsense (Naureckiene, 2000;
Verot, 2007; Fancello,
2009)
C.8242T>C IVS1+2T>C Intré 1 Splicing (Verot, 2007)
C.88G>A p.vV30M Ex6 2 Missense (Cupidi, 2016; Wassif,
2016)
c.115G>A p.V39M Ex6 2 Missense (Klinemann, 2002;
Chikh, 2005; Verot,
2007)
c.133C>T p.Q45X Ex6 2 Nonsense (Verot, 2007)
c.140G>T p.C47F Exo 2 Missense (Chikh, 2005)
c.141C>A p.C47X Exo 2 Nonsense (Chikh, 2005)
c.165C>G p.Y55X Exo 2 Nonsense (Verot, 2007)
c.190+5G>A IVS2+5G>A Intr6 2 Splicing (Millat, 2001; Xu, 2019)
c.199T>C p.S67P Ex6 3 Missense (Chikh, 2005)
c.278G>T p.C93F Ex6 3 Missense (Chikh, 2005)
C.295T>C p.C99R Ex6 3 Missense (Chikh, 2005)
c.332delA p.N111fs Ex6 3 Frameshift (Naureckiene, 2000)
¢.333T>G p.N111K Exo 3 Missense (Runz, 2008)
c.352G>T p.E118X Exo 3 Nonsense (Reunert, 2015; Xu,
2019)
c.358C>T p.P120S Exo 3 Missense (Verot, 2007)
C.363+6T>G IVS3+6T>G Intré 3 Splicing (Reunert, 2015)
c.408-409delAA  P-Q136fs Ex6 4 Frameshift (Griese, 2010)
C.A34T>A p.V145E Exé6 4 Missense (Yaman, 2015)
c.436C>T p.Q146X Exé6 4 Nonsense (Millat, 2005; Verot,
2007)
C.A41+1G>A IVS4+6T>G Intr6 4 Splicing (Cupidi, 2016; Wassif,
2016)
2 - Ex6 2-3 Gran deleci6 -

Adaptat de la base de dades Human Gene Mutation Database (HGMD), de Wassif (2016) i de Xu (2019).

A causa de la baixa incidencia de la NPC2, aixi com el fet que molts pacients

presenten mutacions Uniques, hi ha molt pocs estudis de la freqiiéncia de les mutacions.

La més ben estudiada és la mutacié ¢.58G>T (p.E20X), que s’ha detectat al 35% dels

pacients de NPC2 i s’ha observat en 24 families no relacionades a tot el mon (Millat,

2001; Vanier, 2010; Sheth, 2017). Comparativament, la freqiéncia d’aquest al-lel a la

poblacié italiana és superior a la proporcié mundial, ja que es va detectar a 6 families

d’aquest pais (Fancello, 2009). Per altra banda, a un estudi de seqlienciacié massiva de

la poblacié, es va observar un estatus de portador del 0.118% de qualsevol dels al-lels

patogénics enumerats anteriorment, dels quals les 3 mutacions més frequents van ser

la p.E20X, la p.v39M i la p.C93F (Wassif, 2016).
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2.2.4. Correlacio genotip-fenotip

Establir una correlacié genotip-fenotip a la malaltia de NPC2 és bastant dificil,
perqué hi ha pocs pacients i habitualment no comparteixen la mateixa mutacié (Verot,
2007). En general, es pot afirmar que les mutacions que generen versions truncades de
la proteina, com les nonsense, les grans delecions o les petites delecions que provoquen
un framsehift, estan associades als fenotips més severs de la malaltia (Vanier, 2010;
Xu, 2019). La mutacié p.E20X, per exemple, només permet la sintesi del peptid senyal
I, quan es troba en homozigosi, produeix el fenotip neonatal i infantil preco¢g amb una
afectacié greu del sistema respiratori i ictericia colestasica (Millat, 2001; Verot, 2007,
Bonney, 2010; Sheth, 2017). Altres mutacions que s’han identificat en pacients amb
aquest fenotip so6n: IVS1+2T>C, p.Q45X, p.C47X, pY55X i p.Q146X (Chikh, 2005; Millat,
2005; Verot, 2007). En canvi, 'impacte de les mutacions missense és molt més divers.
Els pacients amb les mutacions que afecten la sintesi de la proteina (com la p.M1L o la
p.M1l) o la seva estructura terciaria (com la p.C93F o la p.C99R, que intervenen en la
formacio dels ponts disulfur) donen lloc a les formes neonatals i infantils (Chikh, 2005;
Fancello, 2009). Per altra banda, s’han identificat altres mutacions missense associades
amb les formes que presenten una afectacié principalment neurologica i de progressio
més lenta de la malaltia, com la p.P120S (juvenil) i la p.V39M (adulta) (Klinemann, 2002;
Millat, 2005).

2.3. Metabolisme del colesterol
2.3.1. Estructurai funcioé del colesterol

El colesterol és un lipid de tipus esteroide que consta de 4 anells hidrocarbonats.
A més a meés, conté un grup hidroxil i una cua alifatica. Aixi doncs, és una molécula
altament hidrofobica que necessita ser incorporada a les lipoproteines pel seu transport
dintre de I'organisme. Les principals son els quilomicrons, les lipoproteines de baixa
densitat (LDL, low density lipoprotein) i les lipoproteines d’alta densitat (HDL, high
density lipoprotein) (Ikonen, 2008).

El colesterol és un metabdlit amb funcions molt diverses i importants, tant a
I'organisme com a les cél-lules. Es un component de la membrana plasmatica (30-45%
dels lipids totals), on hi regula la fluidesa, la permeabilitat, els fenomens de transport
entre membranes o la transduccié de senyals, especialment a les sinapsis neuronals
(Soccio, 2004; Petrov, 2016). A més a més, é€s un precursor de les hormones esteroides,

de les sals biliars i de la vitamina D. També juga un paper clau al desenvolupament
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embrionari, ja que modula la senyalitzacié de la proteina Sonic hedgehog (Ikonen, 2008;
Hegele, 2009; Luo, 2020).

2.3.2. Fonts de colesterol i vies de transport a I’organisme

L’'organisme disposa de dues fonts de colesterol: el dietari i el produit
endogenament, que suposen, respectivament, un 30% i un 70% del total del colesterol
(Ikonen, 2008; Hegele, 2009). Els esterols de la dieta s’absorbeixen a l'intesti a través
del transportador NPC1L1 (Niemann-Pick C1-Like 1) dels enterdcits i s'incorporen als
quilomicrons (Figura 5). Els quilomicrons, que primerament sén secretats a la limfa i
d’aqui passen al torrent sanguini, arriben i s’internalitzen al fetge mitjancant el receptor
del LDL (LDLR). Posteriorment, el fetge és I'd6rgan encarregat de distribuir el colesterol
a la resta de teixits mitjancant les particules de LDL (Hegele, 2009). Quan els teixits
periferics tenen un excés de colesterol, el carreguen a les particules HDL formades per
l'apolipoproteina A1 (apoA1) mitjangant el transportador dependent d’ATP ABCA1.
Aquest procés rep el nom de transport revers del colesterol (Ikonen, 2008). Al fetge i als
teixits esteroidogénics, com les glandules adrenals, el receptor SRB1 (Scavenger
receptor B1) internalitza les particules d’HDL. Finalment, I'excés de colesterol s’elimina

de I'organisme en forma de sals biliars (Patel, 2008).

“Colesterol g rc‘)cit\

dietari

Teixit
periferic

Sintesi
de novo

Figura 5. Transport i distribuci6 del colesterol als organs periférics. El colesterol dietari s’absorbeix a
través del transportador NPC1L1 als enterocits de I'intesti. Posteriorment, s’incorpora als quilomicrons (QM)
i s'internalitza al fetge a través del receptor LDLR. Al fetge, el colesterol dietari juntament amb el sintetitzat
de novo es distribueix a la resta de teixits mitjancant les particules de LDL. Els teixits periferics excreten
'excés de colesterol a través de particules d’HDL, carregades amb el transportador ABCA1. L’HDL
s’internalitza al fetge a través del receptor SRB1, on el colesterol es converteix en sals biliars i s’excreta
fora de I'organisme.
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Tot i que el fetge és el principal sintetitzador de colesterol a I'organisme (Luo,
2020), totes les cél-lules nucleades de I'organisme tenen la capacitat de sintetitzar-lo de
novo per la via del mevalonat a partir de I'acetat, quan els nivells circulants no sén
suficients (Platt, 2014). La sintesi de novo és una via complexa que inclou hombrosos
passos i esta compartimentalitzada en diferents organuls, incloent els mitocondris, els
peroxisomes, el RE i el citoplasma (Sharpe, 2013; Faust, 2014). El primer pas d’aquesta
via metabolica consisteix en la polimeritzacié i la reduccio de diverses molécules d’acetat
a través de 3 reaccions enzimatiques per a generar el 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA
(HMG-CoA) (Nes, 2011). La sintesi del mevalonat a partir de 'THMG-CoA esta catalitzada
per 'THMG-CoA reductasa (HMGCR), que és I'enzim limitant de la produccié del
colesterol (Soccio, 2004). El mevalonat es modifica a través de 7 reaccions enzimatiques
per a donar lloc al lanosterol, el primer metabolit de la via classificat com a esterol.
Després de multiples reaccions sequencials, el lanosterol es transforma en colesterol
mitjangant la via de Bloch o la via de Kandutsch-Russel. Tot i que ambdues vies
comparteixen els mateixos enzims, es diferencien en el moment en el qual es redueix el
doble enlla¢ del C24. Cada tipus cel-lular utilitza preferencialment una via o I'altra (Faust,
2014; Mitsche, 2015).

2.3.2.1. Mecanismes de requlacio transcripcional del colesterol

Les cél-lules disposen de dos grups de receptors nuclears que s’encarreguen de
regular els nivells de colesterol intracel-lulars: les proteines d’uni6 a I'element regulador
dels esterols (SREBP, Sterol Regulatory Element Binding Protein) i els receptors
hepatics X (LXR, Liver X receptor) (Ikonen, 2008).

Les SREBP activen la sintesi dels gens que incrementen la concentracio de
colesterol (Sharpe, 2013). Aquests factors de transcripcio es troben en un complex amb
la proteina activadora per tall de les SREBP (SCAP, SREBP Cleveage-Activating
Protein) i la proteina del gen induit per insulina 1 (Insulin-Induced Gene 1 protein,
INSIG), que contenen els anomenats dominis sensor d’esterols (SSD, sterol sensing
domain) (Figura 6). Quan la concentracié de colesterol i de 25-hidroxicolesterol sén
elevats i s’'uneixen als SSD de les proteines SCAP i INSIG, aquest complex es troba
retingut al RE. En canvi, quan disminueixen els nivells d’esterols, la INSIG es dissocia
del complex SCAP-SREBP. Aguesta dissociacié provoca un canvi conformacional de la
proteina SCAP que li permet interaccionar amb les vesicules de COP-Il. D’aquesta
manera, la SCAP i la SREBP arriben per transport vesicular a 'AG. En aquest

compartiment, les proteases S1P (Site-1 protease) i S2P (Site-2 protease) alliberen el
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fragment citosolic de les SREBPs, que es transloca al nucli (Ikonen, 2008; Faust, 2014)
(Figura 6). Un cop al nucli, s’'uneix a les sequiéncies de I'element regulador dels esterols
(de l'anglés Sterol Regulatory Element, SRE) dels promotors de diversos gens
involucrats en la sintesi de novo colesterol, com ara THMGCR o 'HMG-CoA sintasa, o
en la seva captacié des del medi extracel-lular, per exemple I'LDLR (Madison, 2016)
(Figura 6).

Per tal de poder controlar finament el sistema de les SREBP-INSIG-SCAP, el RE
conté habitualment una concentracié relativament baixa de colesterol, només entre un
0.5 i un 1% del colesterol total de la cél-lula. Un dels mecanismes que utilitza la cél-lula
per a disminuir la quantitat de colesterol al RE és mitjangant la seva esterificacié. La
proteina esterol O-aciltransferasa, que es troba al RE, participa en la formacié de les
gotes lipidiques a través de I'esterificacioé del colesterol amb els acids grassos. Aquesta

reserva de colesterol es considera metabolicament inactiva. (Ikonen, 2008).

Transport vesicular

cap a I'aparell de Golgi
| Esterols /> \

endoplasmatic

\j. T LDLR, HMGCR... Translocacid al nucli
del fragment citosolic \
AAVANVANCANVANUANVANTAN

Figura 6. Regulacio transcripcional de la sintesi de colesterol. El factor de transcripci6 SREBP es troba
retingut al RE formant un complex amb les proteines INSIG i SCAP quan els nivells d’esterols sén elevats.
Quan hi ha una reduccioé d’esterols, la proteina INSIG es dissocia i el complex SCAP-SREBP es transporta
fins a 'AG. L’accio6 conjunta de les proteases S1P i S2P doéna lloc a I'alliberacioé del fragment citosolic de la
SREBP. Aquest fragment citosolic es transloca al nucli i activa la transcripcio de gens implicats en 'augment
dels nivells intracel-lulars del colesterol mitjangant la unié a la seqiiencia SRE dels promotors.
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Per altra banda, els LXR responen als nivells d’oxiesterols, unes formes oxidades
derivades del colesterol. Quan els nivells de colesterol sén elevats, també ho sén els
oxiesterols (Ikonen, 2008; Faust, 2014). Quan la concentracié d’oxiesterols és baixa, els
LXR actuen com a repressor transcripcional mitjancant la unié a les sequténcies d’unié
de I'LXR (LXRE, LXR-responsive element). En canvi, quan augmenten els nivells
d’esterols i aquests s’'uneixen als LXR, es redueix I'afinitat dels LXR pels LXRE i s’activa
la transcripci6 dels gens implicats en la reducci6 dels nivells de colesterol (Patel, 2008).
Els gens que contenen un LXRE participen en el transport revers del colesterol des dels
teixits periférics cap al fetge, com ara els transportadors dependents d’ATP ABCA1 o
'ABCGH1, aixi com en la produccié de sals biliar per a excretar-lo fora de I'organisme,
com el Citocrom P450 7A1 (CYP7A1) (Patel, 2008).

2.3.3. Transport del colesterol al compartiment endo-lisosomic

Tant el colesterol dietari com el produit al fetge es transporta per la sang a través
de les particules de LDL, gran part del qual esta esterificat per accié de la proteina
transferidora d’ésters de colesterol (CETP) (Hegele, 2009). Els teixits periférics, inclos
el fetge, disposen de receptors LDLR a la membrana plasmatica, una via
complementaria a la sintesi de novo per tal de satisfer les seves necessitats de
colesterol. Quan les particules de LDL interaccionen amb els LDLR o les proteines
relacionades amb els LDLR (LRP, LDLR-related protein), s’internalitzen per endocitosi
mitjangant les vesicules de clatrina i es fusionen amb els endosomes primerencs (Figura
7). Aqui, es reciclen els LDLR cap a la membrana plasmatica. Els endosomes
primerencs s’acidifiquen i esdevenen endosomes tardans que, posteriorment, es
fusionen amb els lisosomes (lkonen, 2008; Meng, 2020). En primer lloc, cal I'accié de la
Lipasa Acida Lisosomica (LAL) per a hidrolitzar els ésters de colesterol i generar el
colesterol lliure (Du, 2001; Huang, 2014). Com que el colesterol és molt hidrofobic,
queda unit a les membranes internes del lisosoma, generades per I'endocitosi de les

LDL o per la unié del lisosoma als fagosomes (Meng, 2020).

Ara bé, la sortida del colesterol no esterificat del lisosoma és encara un procés
poc caracteritzat. La teoria més acceptada és que la proteina NPC2 inicia el procés
extraient el colesterol de les membranes internes del lisosoma i el transfereix a la
proteina NPC1, situada a la membrana limitant del lisosoma (Cheruku, 2006; Xu, 2007,
Kwon, 2009; Storch, 2009). Altres estudis proposen vies complementaries que
involucren la transferencia del colesterol des de la NPC2 cap a la proteina lisosomica

associada a la membrana 2 (LAMP2, Lysosomal Associated Membrane Protein 2) o la
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LIMP2 (Li, 2016a; Heybrock, 2019). Tot i aix0, aquestes vies complementaries han
mostrat velocitats de transferéncia substancialment inferiors a les de la interaccié NPC2-
NPC1. Finalment, el colesterol es transfereix des de la membrana externa del lisosoma
fins als altres compartiments cel-lulars ja sigui per transport vesicular com no vesicular
(Soccio, 2004; Ikonen, 2008; Luo, 2017) (Figura 7).

Unié de I'LDL Ester de colesterol Acidgras Colesterol
\ al receptor 2% AA @)
Reciclatge

de I'LDLR del

L Uni6 de
Elldoclest / — colesterolala

Hidrolisi dels ésters NPC2

rro R) de colesterol
it

\—V

Transferéncia

del colesterol
NPc2

_—\ alaNPC1

Endosoma

Lisosoma

Sortida del lisosoma \l'\‘

Figura 7. Transport del colesterol al compartiment endo-lisosomic. El colesterol es transporta en forma
d’ésters de colesterol en particules de LDL. Quan les particules de LDL interaccionen amb el LDLR,
s’internalitzen per endocitosi fins als endosomes i d’aqui als lisosomes. Els receptors es reciclen i retornen
a la membrana plasmatica. Els ésters de colesterol s’hidrolitzen per acci6 de la LAL i el colesterol queda
unit a les membranes internes del lisosoma. La NPC2 s’encarrega d’extreure el colesterol i transferir-lo a la
proteina NPC1 a la membrana limitant del lisosoma. Un cop a la membrana limitant, el colesterol es
transporta cap a altres compartiments cel-lulars.

2.3.4. Metabolisme del colesterol al SNC

El metabolisme del colesterol al SNC presenta unes diferéncies notables amb el
que s’observa als teixits periférics. La primera és que el colesterol dietari o el produit en
organs periferics no pot creuar la barrera hematoencefalica (BHE). Aixi doncs,
practicament tot el colesterol del SNC se sintetitza in situ, principalment a les cel-lules
de la glia (Orth, 2012). La segona és que el cervell té una concentracié molt superior de
colesterol que la resta de I'organisme, que se situa al voltant de 15-30 mg/g de teixit

comparat amb els 2-3 mg/g dels teixits periférics. De fet, el SNC conté aproximadament
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el 25% del colesterol total de I'organisme. Finalment, els ésters de colesterol tenen un
paper poc rellevant al SNC, ja que només suposen I'1% del colesterol total, que esta

localitzat en gotes lipidiques intracel-lulars (Petrov, 2016).

Al SNC, trobem dues reserves de colesterol forca diferenciades. Per una banda,
hi ha el colesterol que forma part de les membranes plasmatiques de les neurones (10%
del total) i de les cél-lules de la glia (20% del total). Aquest colesterol es renova
relativament rapid, amb una vida mitjana de 5-10 mesos, i equival a 8 mg/g de teixit. Per
altra banda, la majoria del colesterol (un 70%) forma part de les beines de mielina (40
mg/g de teixit). En aquest cas, es tracta d’'una reserva que es renova molt lentament

amb una vida mitjana de 5 anys (Dietschy, 2009).

Els humans naixem amb una quantitat molt baixa de mielina. Durant els primers
3 mesos de vida, la produccié de colesterol al SNC és molt elevada per tal d’assolir els
nivells de sintesi de mielina necessaris. En aquest interval, els oligodendrocits i les
neurones son els que sintetitzen el colesterol (James A. Bourne, 2006; Williamson,
2018). En canvi, aquesta sintesi decreix un 90% quan el cervell ja és madur i, a partir
d’aquest moment, la producci6 es limita fonamentalment als astrocits. Les neurones
segueixen mantenint certa activitat, perd aquesta és totalment insuficient per cobrir les
necessitats neuronals i I'aportacié extracel-lular per part dels astrocits és totalment

indispensable (Petrov, 2016).

La sintesi de novo dels astrocits es fa principalment per la via de Bloch
(desmosterol) i a les neurones per la via de Kandutsch-Russel (Petrov, 2016). Per tal de
nodrir les neurones, els astrocits utilitzen les particules d’apolipoproteina E (apoE) que
es carreguen amb colesterol mitjancant els transportadors de tipus ABC (ABCAL,
ABCG1 i ABCG4) (Lane-Donovan, 2014). Les neurones capten les particules d’ApoE
mitjangant els LDLR de la membrana plasmatica, que s’internalitzen per endocitosi i es
fusionen amb els endosomes tardans o els lisosomes. El colesterol, que arriba en forma
no esterificada, abandona el lisosoma gracies a I'accioé en tandem de la NPC2 ila NPC1.
Seguidament, el colesterol arriba al RE, que el distribueix als compartiments cel-lulars
gue siguin necessaris i, a més a més, en regula la seva sintesi de novo per

retroalimentacio negativa (Zhang, 2015).

De la mateixa manera que la BHE impedeix I'entrada de colesterol al SNC, també
en bloqueja la sortida. Pero, tot i aixd, cada dia n’excreta entre 6 i 12 mg de dues
maneres diferents. Una opcio és en forma de 24-hidroxicolesterol (24-HC), un oxiesterol
generat per 'enzim CYP46A1 a les neurones. El 24-HC difon per la BHE a un ritme de

6-8 mg/dia, entra a la circulaci6 sanguinia i s’uneix a les particules de LDL.
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Posteriorment, els oxiesterols es metabolitzen al fetge i s’excreten en forma de sals
biliars (Zhang, 2015; Petrov, 2016). L’altra opci6 és en forma de particules ApoE/ApoA
carregades de colesterol utilitzant el transportador ABCA1, que s’activa a les neurones
i astrocits perivasculars quan els nivells de colesterol sén excessius. Les particules
d’ApoE/ApoA es poden translocar a través de la BHE i arribar al fetge, on seran

excretades de forma similar al oxiesterols (Orth, 2012).

2.4.  Acumulacié de lipids ala NPC2

Tot i que la funcié exacta de les proteines NPC1 i NPC2 no esta totalment
definida, si que es pot afirmar que participen en el transport i la sortida del colesterol no
esterificat des del compartiment endo-lisosomic cap als altres compartiments cel-lulars
(Storch, 2009; Meng, 2020). Aixi doncs, es considera que el colesterol és el metabolit
d’acumulacié primaria als lisosomes a la malaltia de NPC (Walkley, 2009). Tot i que a
les biopsies i les mostres hepatiques post mortem de pacients humans s’ha descrit un
increment del contingut total de colesterol al fetge de 2-3 vegades respecte la poblacio
sana, que en models animals és encara més elevat (LIoyd-Evans, 2010), no s’observa
una variacié clara del contingut de colesterol total al SNC. El defecte del transport del
colesterol al compartiment endo-lisosomic de les neurones Unicament provoca la seva
deslocalitzacio, de manera que queda retingut al soma neuronal i esta disminuit als
axons i, per tant, la seva quantitat total es manté estable. Al SNC, com que el colesterol
esta en grans quantitats a les beines de mielina, s’ha observat una disminucié del
contingut de colesterol no esterificat a la matéria blanca dels models animals de la NPC1
i també als pacients humans (Vanier, 1999; Totenhagen, 2012). A part del colesterol,

s’observa 'acumulacié secundaria d’altres lipids:

- El bis(monoacilglicero)fosfat (BMP): és un lipid que es troba en grans quantitats
a les membranes internes dels lisosomes i endosomes i interacciona amb la
NPC2 per tal de facilitar el transport del colesterol (Chevallier, 2008; Storch,
2009; Mccauliff, 2019). EI BMP s’acumula principalment al fetge i a la melsa dels
pacients (Walkley, 2009).

- Les bases esfingoides lliures: son els precursors de la sintesi d’esfingolipids i en
condicions normals es troben en concentracions infimes. En canvi, aquests
compostos es troben altament incrementats al fetge i la melsa de pacients
humans, entre 20 i 50 vegades per sobre dels valors de la poblacié sana
(Newton, 2018). Comparativament, 'augment al cervell és més modest, al voltant

de 3 a 5 vegades més (Newton, 2018). L’acumulacié de bases esfingoides lliures
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2.5.

i els seus derivats, com els lisoesfingolipids, té efectes citotoxics i incrementa

'acumulacio de I'esfingomielina (Davidson, 2009; Sitarska, 2019; Breiden, 2020).

L’esfingomielina: és un lipid molt afi al colesterol, amb el qual es creu que forma
complexos. El metabolisme d’ambdds lipids esta coordinat i s’ha observat que el
nivell de colesterol regula el transit de I'esfingomielina a la via endocitica (Puri,
1999). No és estrany, doncs, que I'acumulacio d’esfingomielina als pacients de
NPC segueixi el mateix patrd que el del colesterol: s’acumula especialment a la
melsa, presenta uns valors més moderats al fetge i es troba inalterat a I'encéfal
(Vanier, 1983, 1999). Als models animals de la NPC1 i NPC2, en canvi,
I'esfingomielina s’acumula principalment al fetge, enlloc de la melsa (Sleat, 2004;
Fan, 2013).

Els glicoesfingolipids: el GM2 i GM3 sén uns glicoesfingolipids que constitueixen
només entre un 1 i un 2% dels ganglidsids totals del cervell huma. En canvi, els
pacients de NPC presenten un increment d’aquests dos ganglidsids,
especialment el del GM2, acompanyats d’'una acumulacié de lactosilceramida i
glucosilceramida (Vanier, 1999). Tot i que 'acumulacié de gangliosids estigui
absent en estadis fetals, s’inicia poc després del naixement (Walkley, 2009).
Alguns estudis immunohistoquimics han demostrat que el GM2 i el GM3 es
concentren principalment en vesicules perinuclears que no co-localitzen amb les
vesicules de colesterol (Zervas, 2001lb; Zhou, 2011). L’increment de
glicoesfingolipids també s’ha observat tant al fetge de pacients humans, com

també als models felins i murins de la patologia (Walkley, 2009).

Fisiopatologia de la NPC2

Com a la resta de LSD, els processos que intervenen en la fisiopatologia de la

malaltia de NPC sén complexos i no estan suficientment caracteritzats. En general, la

majoria d’estudis es centren en els processos patogénics al SNC a causa de la major

incidencia i severitat d’aquest simptomes. Com que el tipus C1 és més prevalent que el

tipus C2, la majoria d’estudis s’han realitzat amb pacients o models animals de la NPC1,

perd apliquen a ambdés tipus ja que sén clinicament indistingibles a causa de I'acci6 en

tandem de les dues proteines.

A la NPC, hi ha un bloqueig del transport de lipids entre els compartiments

cel-lulars, de tal forma que aquests s’acumulen als lisosomes i, per tant, es redueix la

seva quantitat a altres organuls. Com a consequéncia, la produccié de metabolits
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derivats d’aquests lipids queda disminuida i la cél-lula intenta compensar-ho activant la
sintesi de novo, fet que n’agreuja 'acumulacié als lisosomes (Zhang, 2004; Dietschy,
2009).

El colesterol de la membrana plasmatica dels axons té un paper fonamental en
la transmissiéo de senyals als terminals sinaptics, facilitant la fusio de vesicules
presinaptiques i la secrecié de neurotransmissors (Petrov, 2016). La deficiencia de les
proteines NPC1 o NPC2, que també es localitzen als endosomes de reciclatge dels
terminals sinaptics, alenteix els processos d’endocitosi i exocitosi de neurotransmissors
i el funcionament normal de la sinapsis neuronal (Karten, 2006; Hawes, 2010).
Concretament, aquests defectes s6n més pronunciats a les cél-lules gabaergiques, com
per exemple, les cél-lules de Purkinje, on s’hi altera I'equilibri entre senyals excitadors i
inhibitoris (Xu, 2010; Rabenstein, 2019).

Les beines de mielina, generades pels oligodendrocits al SNC, sén estructures
gue faciliten la propagacié dels impulsos eléctrics als axons de les neurones. Per tal de
realitzar aquesta funcié, cal que siguin altament aillants, fet pel qual tenen una
concentracio de lipids superior al 70%, principalment colesterol (un 45%) (Orth, 2012;
Simons, 2016). El bloqueig del transport dels lipids a la malaltia de NPC té un efecte
doble al procés de mielinitzacié. Per una banda, impedeix que el colesterol arribi a les
beines de mielina, disminuint-hi la concentracié d’aquest lipid. Per l'altra, també provoca
una alteracid de la sintesi de proteines associades a la mielina. Un exemple és la
proteina proteolipidica 1 (PLP1, proteolipid protein 1), la proteina més abundant (50%)
a la mielina del SNC que necessita unir-se al colesterol per a poder transportar-la
correctament i incorporar-la a les beines de mielina (Simons, 2002; Saher, 2015). Com
aresultat, s’observen greus alteracions de la maduracié dels oligodendrocits, com també
la hipomielinitzacié tant del SNC com del sistema nerviés periféeric (SNP) dels ratolins
deficients en NPC1 (Takikita, 2004; Limphaibool, 2018; Yang, 2018). Als estudis de
ressonancia magnética de pacients humans, també s’ha observat una disminucié de la

mielinitzacié i una hipoplasia del cos callés (Palmeri, 1994; Pineda, 2018).

De la mateixa manera, també s’observa una reduccié de la produccié dels
neuroesteroides, els esterols produits al cervell que intervenen en la modulacié dels
receptors dels neurotransmissors i en la diferenciacié i la supervivéncia de les neurones
(Griffin, 2004). La reducci6 del neuroesteroide alopregnanolona esta associat a la mort

de les cél-lules de Purkinje (Davidson, 2010).

Els lisosomes tenen un paper important en el reciclatge dels components intra i

extracel-lulars, perd també intervenen en 'homeodstasi del calci, en les cascades de
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senyalitzacio i en processos immunologics (Ballabio, 2009; Parenti, 2015). L’acumulacio
de lipids i altres substrats provoca el funcionament anormal del lisosoma i dels
processos cel-lulars que en depenen. Agquest processos son indispensables per al
funcionament correcte de les cél-lules, motiu pel qual s’observa una mort progressiva

de les cél-lules afectades (Platt, 2018).

El calci actua en nombrosos processos cel-lulars facilitant I'excitabilitat eléctrica,
la plasticitat sinaptica, la regulacié de I'expressido génica i la supervivéncia de les
neurones. Aixi doncs, els errors al metabolisme del calci son comuns en moltes malalties
neurodegeneratives (Berridge, 2010). Un dels primers lipids que s’acumulen a la NPC
és l'esfingosina. L’'augment d’aquest lipid provoca alteracions al transport del calci tant
al RE com al lisosoma (Shen, 2012; Tiscione, 2019). La fusio i transport de les vesicules
endocitiques depenen de la sortida del calci del lisosoma i, en conseqliéncia, contribueix
al bloqueig del transport i 'acumulacié dels lipids (Lloyd-Evans, 2010; Platt, 2016). Un
altre efecte provocat pel blogueig del transport vesicular és la reduccié del nombre
d’espines dendritiques (Tiscione, 2019). A més a més, l'alteracié de I'homeostasi del
calci provoca la desregulacio del transport d’altres ions, com el coure (Bagufia Torres,
2019).

L’autofagia és un procés pel qual es reciclen organuls o proteines que no
funcionen adequadament. En estat basal, totes les cél-lules de 'organisme tenen activa
'autofagia, que s’incrementa en condicions d’estrés cel-lular o de falta d’aminoacids. Als
estudis amb ratolins NPC1, s’ha observat que, tot i haver-hi un increment de la induccio
l'autofagia, hi ha una acumulacié de proteines poliubiquitinades, fet que indica que
aquest procés no funciona eficientment (Pacheco, 2008). Un dels processos més
afectats pels déficits de l'autofagia és la mitofagia, el reciclatge dels mitocondris.
L’acumulacié de colesterol als mitocondris de les cél-lules NPC provoca alteracions
morfologiques i estructurals, que resulten en una disminucié de la produccié d’ATP i un
augment de la produccié d’espécies reactives de I'oxigen (ERO) (Torres, 2017). Les
ERO estan implicades en moltes malalties neurodegeneratives a causa de I'elevada
vulnerabilitat de les neurones a l'estrés oxidatiu. Paral-lelament, un inconvenient
addicional que pateixen els pacients de NPC és la menor capacitat de defensa
antioxidant comparat amb la poblacié sana (Fu, 2010). Per exemple, s’ha observat que
la vitamina E, una vitamina amb funcions antioxidants, s’acumula als lisosomes i se’n

redueix la biodisponibilitat a la cél-lula (Vazquez, 2012).

Finalment, una de les caracteristiques més comunes entre les LSDs amb

afectacié neuroldgica és la neuroinflamacio, que consisteix en I'activacié de la microglia
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i els astrocits. No hi ha un consens sobre si I'activacié de la microglia i els astrocits és
una consequéncia de la malaltia o si hi participa activament. Per una banda, als ratolins
NPC1 s’ha observat que la neurodegeneracié al cortex motor i sensorial i de les cél-lules
de Purkinje al cerebel indueix de forma secundaria la neuroinflamacié (Lopez, 2013).
Per altra banda, I'administracié de farmacs antiinflamatoris a ratolins NPC1 provoca un
increment de la supervivéncia. Agquest fet indica que la neuroinflamacié no és
senzillament una consequeéencia de la neurodegeneracio, siné que té efectes patologics
per se (Platt, 2016).

2.6. Descripcio clinica de la NPC2

La NPC és una malaltia neurovisceral amb un espectre fenotipic molt ampli.
L’edat a la qual s’inicien els simptomes és forga variable, des de just després del
naixement fins als 60 anys, tot i que en més del 60% dels pacients ocorre entre els 2 i
els 15 anys (Patterson, 2013). L’edat d’aparicio dels simptomes neurologics marca la
severitat i la progressié de la malaltia. L’oftalmoplegia vertical supranuclear, és a dir, la
dificultat per moure els ulls amunt i avall, és un signe molt caracteristic de la patologia.
A més a més, altres signes molt comuns també soén I'ataxia cerebel-losa, la disfagia, la
distonia i la deméncia progressiva (Vanier, 2010; Mengel, 2013; Patterson, 2013; Koens,
2018). L’afectacié somatica és relativament més lleu i es caracteritza principalment per
ictericia colestasica i afectacié pulmonar a estadis neonatals, i hepatosplenomegalia o
esplenomegalia aillada a la forma infantil de la malaltia. Els pacients que presenten l'inici
de la malaltia durant I'etapa juvenil o adulta no acostumen a presentar simptomes
somatics o bé soén lleus (Vanier, 2010; Geberhiwot, 2018). A causa de I'accioé en tandem
de les proteines NPC1 i NPC2, la delecié d’'una proteina o I'altra origina una malaltia
clinicament indistingible. Per tant, a la clinica, no s’acostuma a diferenciar entre els

subtipus NPC1 i NPC2, sin6 que s’engloba com a una sola malaltia, la NPC.

2.6.1. Classificacio clinica de la NPC

Actualment, la malaltia de Niemann-Pick tipus C es classifica segons I'edat d’inici
dels simptomes neurologics, la qual correlaciona bastant bé amb I'esperanca de vida i

la manifestacié clinica que desenvolupen els pacients (Geberhiwot, 2018).

- Perinatal fatal: La presentacio de la forma neonatal consisteix en una patologia
als teixits periferics molt severa i rapida. Aquests pacients desenvolupen

hepatosplenomegalia, la malaltia colestasica del fetge i els problemes
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pulmonars, com la proteinosi. Acostumen a morir durant els primers 6 mesos de
vida a causa dels problemes hepatics i pulmonars (Griese, 2010; Yaman, 2015).
Com que la progressi6 de la patologia periférica és molt rapida, no desenvolupen
simptomes neurologics (Vanier, 2010). En general, no s’acostuma a incloure als
registres o bé s’engloba a dins de la forma infantil preco¢ pel calcul de la

incidéncia de les diverses formes de la malaltia.

- Infantil precog¢ (10% dels pacients): Els simptomes apareixen entre els 2 mesos
i els 2 anys de vida. Presenten un retras del desenvolupament motor i cognitiu,
hipotonia, espasticitat i tremolors. La patologia somatica acostuma a estar
limitada a I'hepatosplenomegalia o I'esplenomegalia. Tenen una esperanca de
vida inferior als 5 anys (Vanier, 2010; Geberhiwot, 2018).

- Infantil tardana (30% dels pacients): S’inicia entre els 2 i 6 anys d’edat. Els
simptomes neurologics més destacats son la marxa ataxica i maldestre, la
cataplexia, el retras mental, I'oftalmoplegia vertical, I'epilepsia i la disartria.
Poden presentar hepatosplenomegalia lleu. Habitualment, moren abans del 12
anys de vida i, generalment, com a consegliéncia de les infeccions pulmonars

derivades de la disfagia (Vanier, 2010).

- Juvenil (30% dels pacients): Els simptomes es desenvolupen entre els 6 i 15
anys de vida. Presenten dificultats d’aprenentatge i d’escriptura, déficits
d’atencid, cataplexia, ataxia, oftalmoplegia vertical, epilépsia disartria i disfagia.
Molts pacients presenten hepatosplenomegalia durant la infantesa que
desapareix a l'adolescencia. L’edat de mort és forga heterogénia i alguns
pacients arriben a superar els 25 anys de vida (Vanier, 2010; Patterson, 2013;
Geberhiwot, 2018).

- Adulta (30% dels pacients): Els pacients desenvolupen els primers simptomes
neurologics a partir dels 15 anys d’edat (generalment abans dels 30 anys).
Presenten una simptomatologia neurologica molt similar a la juvenil, pero de
progressi6 més lenta. En canvi, aquests pacients desenvolupen problemes
psiquiatrics i conductuals, com ara psicosi, paranoia, al-lucinacions visuals i
agressivitat. Poden tenir una esplenomegalia lleu (Vanier, 2010; Patterson,
2013).
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2.6.2. Patologia neurologica i psiquiatrica

A la forma infantil precog, els primers simptomes inclouen un retras del
desenvolupament motor i la hipotonia, que solen apareixer a I'edat dels 8-9 mesos i
s’agreugen cap als 2 anys. Una part d’aquests infants mai arriba a caminar (Vanier,
2010) i, habitualment, presenten un retras del desenvolupament de la parla (Geberhiwot,
2018). També s’ha observat que els pacients presenten leucodistrofia i atrofia cerebral
(Vanier, 2010).

A la forma infantil tardana, I'ataxia acostuma a ser el primer simptoma (Mengel,
2013). A més a més, es comenca a fer molt evident la preséncia d’oftalmoplegia vertical
supranuclear, que desenvolupen gairebé el 80% dels pacients (Patterson, 2013;
Geberhiwot, 2018). Els problemes motors sébn més greus i comencen a aparéeixer
episodis relativament freqlients de convulsions i cataplexia gelastica (Geberhiwot,
2018). Aquest simptomes, sumat a una hipotonia molt marcada, condueix a I'aparicié de
la disfagia i la disartria (Patterson, 2013). La disfagia és un simptoma de gran
importancia clinica perqué esta associada amb la pneumonia per aspiracid, un dels
principals factors de risc de la mortalitat als pacients amb NPC2 (Walterfang, 2012). Per
altra banda, també és frequent el retras del desenvolupament de la parla, segurament

com a consequeéncia de la disartria (Mengel, 2013).

La forma juvenil de la malaltia, possiblement la més prevalent (Vanier, 2010), es
caracteritza per un deteriorament cognitiu elevat. Els pacients presenten déficit d’atencio
i dificultat amb I'escriptura, que habitualment es manifesten en problemes escolars
(Geberhiwot, 2018). L’oftalmoplegia vertical supranuclear és habitualment un dels
primers simptomes i el presenten practicament la totalitat d’aquests pacients (Vanier,
2010). A mesura que la malaltia va progressant i afecta el tronc de I'encéfal, els
moviments horitzontals de I'ull també poden estar afectats (Evans, 2017). Els problemes
motors sén especialment severs, en comparacid6 amb la forma infantil tardana, i
presenten un grau més elevat d’ataxia, disfagia i disartria. En aquesta etapa,
'empitjorament de la disartria ocasiona que alguns pacients deixin de parlar (Vanier,
2010), mentre que els episodis de cataplexia i convulsions presenten una incidéncia
inferior respecte a les formes infantils (Patterson, 2013). Tant a la forma juvenil com a la
infantil, els pacients afectats tenen una elevada freqiéncia d’episodis epileptics (Evans,
2017).

Finalment, a la forma d’aparicio adulta, els simptomes neuroldgics més frequents
son l'ataxia cerebel-losa, la disartria, I'oftalmoplegia vertical supranuclear i la disfagia

(Vanier, 2010; Mengel, 2013). De fet, pero, els trastorns psiquiatrics sén el conjunt de
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simptomes més caracteristics d’aquesta forma, que poden aparéixer abans que els
problemes motors o el deteriorament cognitiu. Manifesten una amplia varietat
d’alteracions psiquiatriques, des de la psicosi en forma de deliris, fins a la paranoia o les
al-lucinacions visuals i auditives (Vanier, 2010; Nia, 2014). Aguests simptomes
acostumen a ser resistents a la medicacié i poden provocar una depressio, I'aillament
social dels individus afectats i, fins i tot, problemes laborals (Nia, 2014). Per altra banda,
també s’han documentat pacients amb trastorn obsessiu-compulsiu i trastorn bipolar
(Evans, 2017).

En general, hi ha una incidéncia forca elevada de sordesa (Vanier, 2010; Mengel,
2013; Bonnot, 2019). La recomanacié medica és fer-ne un seguiment anual, perd no hi

ha un tractament especific (Geberhiwot, 2018).

2.6.3. Patologia periferica

La patologia als teixits periférics és relativament més lleu que la patologia
neurologica i els efectes psiquiatrics de la NPC. De fet, un 15% dels pacients mai
manifesten la patologia somatica relacionada amb aquesta malaltia (Vanier, 2010). En
cas de ser-hi, sempre apareixen abans que les manifestacions neurologigues (Evans,
2017). Per altra banda, el component somatic és més freqiient i més greu a les formes
neonatals i infantils, mentre que disminueix la incidéncia i la severitat a les formes

juvenils i adolescent/adulta (Patterson, 2013; Geberhiwot, 2018).

La forma neonatal és la que mostra una afectacié somatica més greu. El signe
més evident és la ictericia colestasica, que apareix durant els primers dies de vida i es
resol de forma espontania al voltant dels 2-4 mesos de vida (Vanier, 2010). Més de la
meitat dels pacients desenvolupa esplenomegalia, habitualment acompanyada
d’hepatomegalia. Aproximadament un 10% dels pacients de la forma neonatal també
presenta hidropesia fetal (edema o retenci6 de liquids al fetus) al naixement i
desenvolupa una insuficiéncia hepatica i respiratoria molt severa (Patterson, 2013;
Geberhiwot, 2018). Com a resultat d’aquest quadre clinic tan greu, els pacients moren
abans dels 6 mesos, habitualment la mort estd ocasionada per la proteinosis als
pulmons (Griese, 2010; Yaman, 2015). Proporcionalment, la forma neonatal fatal té una
incidencia superior als pacients de la NPC2 respecte els de la NPC1 (Vanier, 2010;
Patterson, 2012; Sheth, 2017).

La incidencia i la severitat de la patologia periférica €s menor als pacients de la

resta de formes de NPC. Es habitual que els pacients tinguin una historia clinica que
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inclou la preséncia d’ictericia, esplenomegalia o hepatosplenomegalia durant la
infantesa, que es redueix o desapareix quan s’inicien els simptomes neurologics. De fet,
molts pacients amb la forma adulta no presenten cap simptoma somatic o bé només

una esplenomegalia lleu (Patterson, 2013; Evans, 2017; Geberhiwot, 2018).

2.7. Diagnostic de la NPC

A causa de l'alta heterogeneitat de la NPC pel que fa a la simptomatologia
neuroldgica, psiquiatrica i somatica i a I'edat d’inici dels simptomes, el diagnostic es pot
endarrerir fins a 4-5 anys després de linici dels primers simptomes neuroldgics
(Patterson, 2012; Mengel, 2013). Alguns adults que principalment presenten trastorns
psiquiatrics no s’han arribat mai a diagnosticar com a pacients de NPC (Vanier, 2010).
Tot i aix0, 'oftalmoplegia vertical supranuclear o el deteriorament cognitiu conjuntament
amb I'esplenomegalia aillada, I'ataxia o els simptomes de psicosi s6n una combinacio
de simptomes que eleva molt la sospita que el pacient afectat pugui presentar NPC
(Mengel, 2013). Quan la sospita clinica és prou elevada o s’ha detectat algun cas a
algun familiar directe, el consens clinic actual indica que la primera prova recomanada
és I'analisi dels biomarcadors, seguit de la confirmacio del diagndstic mitjangant I'estudi

de les mutacions o la prova de la filipina (Geberhiwot, 2018).

La gran majoria de biomarcadors s’analitzen mitjangant I'espectrofotometria de
masses. Es tracta d’una técnica rapida, senzilla i disponible pe la gran majoria de centres
que permet treballar amb mostres relativament facils d’obtenir, com ara el plasma,

I'orina, el liquid amniotic o la sang seca recollida en un paper (DBS, Dried Blood Spot).

- Oxiesterols: El colestan-3p, 5a, 6B-triol (C-triol) és el més sensible i especific, tot
i que també s'utilitza el 7-cetocolesterol. Presenten la limitacié que també estan
augmentats a d’altres malalties, com a la Niemann-Pick A/B o a la deficiencia de
la lipasa acida lisosomica, fet que provoca alguns falsos positius (Porter, 2010;
Jiang, 2011).

- Liso-esfingolipids: Els liso-esfingolipids més estudiats son ['esfingosil-
fosforilcolina (Lyso-SM) i el seu analeg Lyso-SM-509 (Welford, 2014; Kuchar,
2017). Una elevada ratio Lyso-SM-509/Lyso-SM és un indicador de la NPC i
presenta una elevada especificitat (Geberhiwot, 2018). La determinacié dels
esfingolipids es realitza al plasma i al liquid amniotic, ja que no és molt estable
als DBS (Kuchar, 2017; Pettazzoni, 2017).

- Sals biliars: La sal biliar més caracteritzada és la 3B, 5a, 6B-trihidroxi-

colanoilglicina (un derivat del C-triol). Sén uns metabolits incorporats molt
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recentment al diagnostic clinic i encara no estan suficientment validats. Tot i aixi,
com que presenten una estabilitat elevada a les mostres d’orina, plasma i DBS,
i sén molt especifics per a la NPC, alguns centres médics I'han comencat a

introduir als seus protocols de diagnostic (Jiang, 2016; Geberhiwot, 2018).

Un cop s’obté el resultat positiu per la NPC amb I'analisi per biomarcadors, es
procedeix a I'estudi genétic molecular per tal d’identificar les mutacions del pacient i
confirmar definitivament el seu diagnostic. La preséncia de dues variants descrites com
a patogeniques confirma automaticament el diagnostic. Quan només es localitza un
al-lel mutat o mutacions defecte desconegut, també cal sequUenciar el DNA
complementari (cDNA) per tal de verificar si hi ha una producci6 correcta del transcrit.
Si aquestes proves complementaries no donen un resultat determinant, s’acostuma a

dur a terme la prova de la filipina (Patterson, 2012; Geberhiwot, 2018).

La prova de la filipina va ser durant molt de temps el test de referéncia pel
diagnostic de la NPC (Vanier, 2015). Actualment, ha caigut en desls perqué és una
técnica lenta i laboriosa que requereix la tincié de fibroblasts cultivats en un medi enriquit
amb LDL amb el complex de filipina (Patterson, 2012; Geberhiwot, 2018). La filipina
consisteix en una barreja heterogenia de compostos quimics pertanyents als antibiotics
macrolids poliens, els quals s’'uneixen de forma exclusiva al colesterol no esterificat.
Quan la filipina interacciona amb el colesterol lliure, presenta un caracter fluorescent
amb excitacid/emissio de 360/480 nm. Als talls histologics o a les cél-lules en cultiu
fixades dels pacients amb NPC, s’observa un increment del marcatge de filipina,
especialment a les vesicules perinuclears (Kruth, 1986). Tot i que la tincio en si permet
diagnosticar clarament la NPC quan el marcatge és molt positiu, hi ha una part dels
pacients afectats per la NPC que presenten un marcatge menys intens, anomenats
“filipina variant”, i aquests sén més dificils de diagnosticar per aquesta técnica. Per altra
banda, també s’ha detectat que la prova de la filipina també pot ser positiva, perd amb
una intensitat més baixa, en heterozigosis o als pacients amb NPA/B. En aquests casos,
distingir un pacient “filipina variant” d’'un heterozigot amb marcatge positiu o d’'un pacient
amb NPA/B és bastant dificil. No obstant aix0, continua essent una tecnica molt valida

per a estudiar els efectes de noves mutacions i variants genetiques (Geberhiwot, 2018).
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2.8. Models animals de la NPC2
2.8.1. Model muri de la NPC2

El 2004, Sleat et al. van descriure el primer model de la malaltia de NPC2.
L’estrategia per a generar el knock-out (KO) per la NPC2, que havia de substituir la
cisteina 42 per un codd stop, va donar lloc a la insercié d’'una part del vector de
recombinacio a l'intré 2 del gen Npc2 a causa d’'una recombinacié homodloga aberrant.
Com a resultat, es va generar un animal hipomorf que per splicing alternatiu permetia la
sintesi del voltant del <4% del mRNA dels animals sans (WT, wild-type) (Sleat, 2004).

Els animals hipomorfs presenten un augment de pes normal fins als 55 dies
d’edat, a partir del qual cau rapidament fins a la mort. Als 55 dies d’edat, també hi ha
altres simptomes molt evidents, com I'ataxia i altres problemes motors. Aquests ratolins,
amb un fons mixt C57BL6/129SvEV/BALBc, viuen fins als 130 dies d’edat (Sleat, 2004).
A l'estudi dels parametres bioquimics, els animals hipomorfs presenten una acumulacio
del colesterol, I'esfingomielina, la glucosilceramida, la lactosilceramida i els gangliosids
GM2, GM3 i asialo-GM2 al fetge; mentre que a I'encéfal s’hi acumula principalment GM2
i GM3. La tincio de filipina revela 'acumulacio del colesterol no esterificat al soma de les
neurones de forma generalitzada a tot I'encéfal (Sleat, 2004). Al cerebel, el nombre de
les cél-lules de Purkinje comenca a decréixer a les 7 setmanes, amb una caiguda
drastica a les 11 setmanes d’edat. Les cél-lules de Purkinje que sobreviuen presenten
esferoides axonals tant a la capa granulosa com a la matéria blanca del cerebel (Sleat,
2004).

Aquest model muri és similar a altres models murins de la NPC1, perd presenta
un inici i desenvolupament de la patologia més endarrerit a causa de ser un model

animal hipomorf, amb una preséncia residual del mMRNA de la Npc2.

2.8.2. Model feli de la NPC2

El 2014, Zampieri et al. van documentar el cas de dos gats afectats per la malaltia
de NPC2 a causa d’'una mutacié a la regio intronica (c.82+5G>A) del gen NPC2, que
provocava una insercié de 35 aa entre les posicions 28129 (p.G28_S29ins35). El fenotip
dels animals és similar a 'observat al model feli de la NPC1 i, per tant, similar a la forma

juvenil de la patologia humana (Zampieri, 2014).

Als 3 mesos d’edat, els dos gats presentaven tremolors, distonia i ataxia. Un dels

gats va perdre I'habilitat de sostenir-se dret als 6 mesos d’edat i va morir als 10 mesos,

35



Introduccié

mentre que l'altre gat el van haver d’eutanasiar als 21 mesos d’edat. Als estudis post
mortem, es van observar l'increment de vacuols citoplasmatics a les neurones, una
marcada gliosis a la substancia negra, el talem i el mesenceéfal i la degeneracié de la
matéria blanca. EI nimero de les cel-lules de Purkinje era reduit i presentaven
esferoides amb acumulacions d’agregats ubiquitinats. Al fetge, tant els hepatocits com
les cél-lules de Kupffer presentaven un aspecte espumads. De la mateixa manera, als
alveols i l'interstici pulmonar també s’hi van descriure macrofags espumosos (Zampieri,
2014). Tot i que la simptomatologia i les analisis bioquimiques el feien un bon model
animal per a la NPC2, no es va poder establir cap colonia i, per tant, no es disposa de

cap model feli de la NPC2.

2.9. Tractaments per ala NPC2

La malaltia de NPC2 actualment no disposa de cura. Tanmateix, els tractaments
simptomatics o altres tractaments que modifiquin la progressio de la malaltia tenen el
potencial d’incrementar l'estat del benestar dels pacients i possiblement alentir la

progressié de la malaltia.

2.9.1. Tractament simptomatic

El tractament simptomatic és com es coneix al conjunt d’estratégies que, sense
corregir el defecte genetic, permeten augmentar la qualitat de vida del pacient. Com que
es tracta d’'una malaltia amb una simptomatologia molt complexa, I'abordatge clinic és
multidisciplinar (Geberhiwot, 2018).

Hi ha tota una série de simptomes de la malaltia que sén bastant controlables
amb el tractament farmacologic. Per exemple, els atacs epiléptics generalment es
tracten amb valproat de sodi, lamotrigina i levatiracetam, que s6n mitjianament efectius
als estadis inicials, pero perden eficacia als estadis més avancats de la malaltia (Munoz,
2014). La cataplexia gelastica respon correctament als estimuladors del SNC o als
antidepressius triciclics, mentre que els anticolinérgics sén especialment utils pel

tractament de la distonia i les tremolors (Vanier, 2010; Geberhiwot, 2018).

Les dificultats per a deglutir a causa de la disfagia s’han d’avaluar periddicament.
Un dels principals riscos associats a la disfagia son els problemes pulmonars derivats
de l'aspiracio del menjar, com ara les infeccions pulmonars recurrents (Walterfang,

2012). Les mesures inicials inclouen la utilitzacié d’'una dieta tova o els canvis posturals
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per a facilitar la deglucié. No obstant aix0, a mesura que progressa la patologia, no és
estrany haver de realitzar intervencions quirdrgiques com la gastrostomia (Vanier, 2010;
Patterson, 2012). L’afectacié pulmonar primaria derivada de la propia malaltia és poc

habitual i es tracta amb broncodilatadors (Geberhiwot, 2018).

El deteriorament cognitiu és un dels simptomes meés dificils de pal-liar
(Geberhiwot, 2018). Es recomana una escolaritzacié per alumnes amb necessitats
especials per aquells pacients diagnosticats amb les formes infantils i juvenils (Vanier,
2010). Per altra banda, els simptomes psicotics son dificils de tractar farmacologicament
i els pacients no sempre responen al tractament. En canvi, si que hi ha un benefici
terapéutic amb I'administracio d’inhibidors de la recaptacio de la serotonina i el valproat
de sodi per al tractament de la depressio i el sindrome bipolar, respectivament (Evans,
2017). Als pacients amb catatonia, la terapia electro-convulsiva s’ha utilitzat amb éxit, i
les alteracions del son, com la narcolépsia i la inversio del son, es tracten amb

melatonina, un regulador del cicle circadiari (Patterson, 2012).

2.9.2. Terapiade reducci6 de substrat

Les terapies de reduccid de substrat tenen com a finalitat la reduccié de la sintesi

dels compostos que s’acumulen al lisosoma, o bé facilitar-ne la sortida del lisosoma.

2.9.2.1. Miglustat

Tot i que la malaltia de NPC esta considerada com una malaltia que afecta al
metabolisme i al transport del colesterol, la realitat és que hi ha molts altres lipids que
s’acumulen i participen en la patogénia (Lloyd-Evans, 2010). Al cervell dels pacients i
els models animals de la malaltia, s’ha observat un increment molt elevat dels nivells
dels gangliosids GM2 i GM3, la lactosilceramida i la glucosilceramida (Zervas, 2001a;
Pineda, 2018). L'imminosucre miglustat (N-butyl-deoxynojirimycin) és una molécula
petita amb la capacitat de creuar la BHE i que inhibeix de forma reversible la
glucosilceramida sintasa (Sévin, 2007). Aquest enzim catalitza el primer pas de la via de
sintesi dels glicoesfingolipids (Platt, 1994). Amb el nom comercial de Zavesca (Actelion
Pharmaceuticals Ltd), aquest és I'iinic farmac aprovat a la unié europea pel tractament
de la NPC (des del 2009) (Patterson, 2012). El tractament amb miglustat ha demostrat
eficacia bioquimica, ja que és capac de reduir la concentraciéo de GM2 i GM3 i millorar
I’'homeostasi intracel-lular del calci, segurament com a conseqiéncia de la reduccio de

I'esfingosina. A més, també s’ha observat una disminucioé de la mortalitat de les cél-lules
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de Purkinje i una millora o estabilitzacié de diversos simptomes, com ara la disfagia o
I'oftalmoplegia vertical supranuclear. Aquests beneficis en [I'estabilitzacid dels
simptomes neurologics s6n més habituals en pacients diagnosticats amb les formes més
tardanes de la patologia (Pineda, 2018). La recomanaci6 clinica és que el tractament
amb miglustat s’hauria d’iniciar a partir de l'inici dels simptomes neurologics, ja que no
hi ha un benefici clar en els simptomes somatics (Geberhiwot, 2018). Cal tenir en
compte, perd, que no es tracta d’'un tractament que corregeix I'error genétic siné que

només permet I'estabilitzacio de la malaltia (Pineda, 2018). ,

2.9.2.2. Ciclodextrines

Les ciclodextrines sén uns oligosacarids ciclics en forma de torus amb una
obertura central relativament hidrofobica. Gracies a I'exterior hidrofilic, s’utilitzen
ampliament per a solubilitzar compostos hidrofobics en solucions aquoses (Davidson,
2010). La 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) és un vehicle que s'utilitza en cultius
cel-lulars per a administrar colesterol o bé extreure’l de la membrana plasmatica (Liu,
2009). Els primers estudis amb HPBCD han demostrat que una Unica administracio
subcutania als ratolins Npcl” a 7 dies d’edat provoca la mobilitzacié del colesterol
atrapat als lisosomes, la disminucié del colesterol total, la supressio de la sintesi de novo
i activacio de les vies de degradacio del colesterol. A més a més, també disminueix els
nivells de diversos marcadors d’inflamacié al fetge i a I'encéfal, aixi com una disminucio
de la neurodegeneracié i un augment de I'esperanca de vida d’aproximadament el 30%
respecte els animals no tractats (Liu, 2009). Un altre estudi, realitzat tant als ratolins
Npcl” com Npc2”, ha demostrat la necessitat d’iniciar el tractament amb HPBCD a
estadis primerencs i de forma continuada. Quan el tractament s'inicia als 7 dies d’edat,
amb una administracié de HPBCD cada 2 dies, s’aconsegueix disminuir la degeneracio
de les cél-lules de Purkinje respecte els animals no tractats. Tot i aixd, no s’aconsegueix
preservar una densitat similar als animals WT, fet que indica la reduida capacitat de
I'HPBCD per creuar la BHE (Davidson, 2009).

Un dels inconvenients que presenta 'lHPBCD és que no travessa facilment la
BHE i cal administrar-la de forma sistémica a unes dosis molt altes o bé injectar-la
directament al SNC (Calias, 2018). Per altra banda, el tractament amb 'HPBCD provoca
una pérdua progressiva de 'audicio, fet que s’ha demostrat als estudis de ratolins i gats
model de la malaltia (Ward, 2010; Crumling, 2012). Recentment, s’estan desenvolupant
noves terapies amb altres tipus de ciclodextrines que no presentin ototoxicitat (Davidson,

2016). Tot i aquestes limitacions, s’ha desenvolupat un assaig clinic amb el tractament
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d’HPBCD. En la fase l/lla, els pacients van rebre una administracié intratecal de
'HPBCD a una dosi de 50 a 400 mg un cop al mes. El tractament va demostrar un
increment de la concentracié de 24-HC, utilitzat com a marcador d’eficacia terapéutica,
i un perfil correcte de seguretat (Ory, 2017). Malauradament, quan el tractament va
avancar cap a la fase lIb/lll, els 50 pacients tractats amb una dosi intratecal de 200
mg/kg cada dues setmanes no van mostrar millores significatives respecte el grup que

va rebre placebo (Bréauer, 2019).

2.9.2.3. Farmacs reductors del colesterol

Una de les primeres aproximacions per al tractament de la NPC va ser amb
farmacs reductors del colesterol. S’han utilitzat diversos farmacs amb aquest efecte: la
colestiramina, I'acid nicotinic, la lovastatina o el dimetil sulfoxid tant en humans com en
ratolins (Patterson, 1993). Aquests tractaments provoquen una reduccio dels nivells del
colesterol circulant i hepatic, pero sense cap benefici neurologic (Erickson, 2000; Reid,
2008). Per tant, no es consideren un tractament efectiu de la patologia (Madra, 2010;
Geberhiwot, 2018). No obstant aix0, s’ha continuat estudiant I'efecte de les estatines a
la NPC. Recentment, s’ha observat un increment de la diferenciacié i maduracié dels
oligodendrocits dels ratolins NPC1 tractats amb lovastatina, aixd si, només s’ha analitzat

en cultius cel-lulars (Yang, 2018).

2.9.3. Transplantament de medul-la 0ssia

Com que la NPC2 és una proteina soluble que conté residus M6P, els pacients
amb NPC2 es poden beneficiar del transplantament de cél-lules mare hematopoétiques
o de medul-la dssia (Patterson, 2012). Gracies al principi de la correccié creuada, els
macrofags derivats de les cél-lules mare del donant poden actuar com a font productora
de la NPC2 i ser captada per les cél-lules deficients del pacient. Només hi ha 2 casos
descrits de transplantament de medul-la 0ssia. Un pacient diagnosticat amb la forma
neonatal de la NPC2 va rebre als 16 mesos d’edat un transplantament al-logénic de
medul-la 0ssia. Els dos primers mesos posteriors al transplantament va mostrar una
simptomatologia pulmonar greu, que va millorar quan es va augmentar la
immunosupressio. Als 3 anys, el pacient mostrava un desenvolupament motor i
neurologic correcte, una funcio respiratoria i auditiva molt bona i només un cert retras
del desenvolupament de la parla. Aixi doncs, presentava una millora molt significativa

respecte a l'evolucié d’altres pacients no tractats amb la mateixa mutacié i es va
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considerar un exit (Bonney, 2010). L’altre pacient tractat va morir 4 mesos després del
transplantament de medul-la dssia arran dels problemes pulmonars provocats per una
infeccié6 amb adenovirus (Verot, 2007). No é€s una técnica contemplada a les Ultimes
recomanacions per al tractament de la NPC2, perqué esta limitada a la disponibilitat de
donants compatibles i estd associada a una elevada mortalitat, especialment quan

apareix 'anomenada reaccio de I'empelt contra I'hoste (Geberhiwot, 2018).

Aixi doncs, com que els ultims avencos en el tractament de la malaltia de NPC2
Gnicament han suposat una millora en la qualitat de vida i la salut dels pacients, i els
estudis recents indiquen que no s’ha aconseguit una millora real de la seva
supervivéncia, la transferencia d’'una copia correcta del gen mutat mitjangant la terapia

génica podria ser una bona alternativa pel tractament de la NPC2.
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3. TERAPIA GENICA

La terapia génica consisteix en la transferéncia de material geneétic a les cel-lules
diana del pacient amb la finalitat de contrarestar o substituir 'expressié d’un gen no
funcional i revertir el fenotip patologic. Les malalties monogeniques, i en especial les
LSD, presenten determinades caracteristiques favorables que els permet ser tractades
i potencialment curades amb la terapia génica. A moltes LSD, uns nivells baixos
d’expressio de la proteina sén suficients per produir una millora clinica substancial. A
més a més, es beneficien del fenomen de la correccio creuada on, gracies al fet que
moltes proteines lisosomiques son secretables, les cél-lules corregides s6n capaces de
sintetitzar i distribuir la proteina per 'organisme i arribar a cél-lules no corregides (Ruzo,
2012b; Haurigot, 2013; Ribera, 2015; Motas, 2016; Roca, 2017).

3.1. Classificaci6 dels tipus de terapia génica

La terapia génica es pot classificar segons el tipus d’administracio: la terapia
génica ex vivo i la terapia génica in vivo. La terapia ex vivo consisteix en I'obtencié de
cél-lules del pacient, habitualment cél-lules hematopoétiques, per madificar-les
genéticament in vitro i posteriorment ser reimplantades de nou al pacient. En canvi, en
I'administracié in vivo, la correccié de les cél-lules diana es realitza in situ després

d’injectar-li el material terapéutic directament al pacient (Chira, 2015).

Una altra manera de classificar la terapia genica és segons el tipus de vehicle
utilitzat, que pot ser d’origen viral o no viral. En la terapia génica amb vectors no virals,
les cél-lules es modifiquen mitjancant uns procediments fisics, com ara la introduccio
forcada de DNA per electrotransferéncia, o quimics, mitjangant la seva encapsulacio
amb lipids o polimers catidonics. Generalment, perd, s’assoleixen uns nivells de

transduccié molt baixos i transitoris (Chira, 2015).

Per altra banda, la terapia genica amb vectors virals aprofita la capacitat dels
virus per introduir el material genétic de forma efica¢ a determinats tipus cel-lulars. Aixi
doncs, els vectors virals son derivats de virus salvatges que permeten assolir uns nivells
de transduccié habitualment superiors als dels metodes no virals (Guo, 2012; Hardee,
2017). Es disposa de vectors virals basats en diversos virus salvatges, els més habituals
son: els adenovirus, els retrovirus, els lentivirus, els virus adenoassociats o I'’herpesvirus.
Els vectors virals compleixen unes caracteristiques que els fan més interessants segons

la seva aplicacié, com ara la transducci6 transitoria o estable de la cél-lula diana, el
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tropisme cel-lular, la immunogenicitat, la capacitat d’'infectar cél-lules quiescents o en

divisio, o bé si son integratius o es mantenen de forma episomal (Lundstrom, 2018).

Tenint en compte les caracteristigues de la NPC2, els vectors virals
adenoassociats (AAV, Adeno-associated virus) son els més adequats, ja que permeten
l'expressid del transgén en una amplia varietat de teixits de forma estable al llarg del
temps i disposen d’un excel-lent perfil de seguretat. A més a més, sdn uns vectors molt
ben caracteritzats que ja s’han utilitzat ampliament a diversos protocols de terapia

geénica in vivo per a altres malalties en clinica humana (Mingozzi, 2011; Piguet, 2017).

3.2.  Vectors virals adenoassociats

Els vectors AAV deriven dels virus de la familia Parvoviridae, els anomenats virus
adenoassociats, que formen part del génere Dependoviridae. Es van descobrir per
primera vegada com a contaminants de les preparacions d’Adenovirus, ja que
necessiten la coinfeccio de virus accessoris (Adenovirus o Herpesvirus) per completar
el seu cicle vital (Atchison, 1965; Hoggan, 1966). Actualment, no es coneix cap patologia
humana provocada pels AAV, fet que els fa uns virus no patogénics i poc immunogénics
(Lentz, 2012). Per altra banda, els AAV sbén capacos d’infectar tant les cél-lules
quiescents com en divisié, on s’hi mantenen de forma episomal (Samulski, 2014).
Aquestes caracteristiques, juntament amb la capacitat de donar lloc a una expressio
estable del transgen a llarg termini, permeten que els vectors virals AAV siguin segurs i
presentin una baixa probabilitat que apareguin efectes secundaris als protocols de

terapia génica per la clinica humana (Mingozzi, 2011; Buchlis, 2012)

3.2.1. Biologiadels virus adenoassociats

Els virus adenoassociats son virus sense embolcall lipidic amb una capsida
icosaedrica de 25 nm, molt resistent a la calor, al pH acid i a les proteases. Tenen un
genoma de DNA de cadena senzilla d’'unes 4.7 kb de longitud (Wang, 2019). Tant la
cadena positiva com la negativa poden ser empaquetades a dins la capsida proteica del
virus, ja que ambdues sén funcionals. Les particules virals madures només contenen

les proteines de la capsida proteica i el genoma viral (Biining, 2003; Samulski, 2014).

El genoma viral conté 3 promotors diferents i una sequéncia de poliadenilacid
compartida que originen 3 marcs oberts de lectura (ORF, Open reading frame) diferents

(Figura 8). L'expressio des de cada un dels promotors codifiquen per un total de 8
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proteines, classificades com a proteines Rep, necessaries per la replicacio, o proteines
Cap, ubicades a la capsida proteica del virus (Naso, 2017). Les proteines Rep inclouen
la Rep78, Rep68, Rep52 i Rep40 que se sintetitzen des dels promotors p5 i pl9 per
splicing alternatiu de 'ORF Rep. La Rep78 i la Rep68 sdn necessaries per la replicacio
del genoma viral i tenen activitat endonucleasa, helicasa i ATPasa. Mentre que les dues
més petites, la Rep 52 i la Rep40, només tenen activitat helicasa i sGn necessaries per
I'encapsidacié del genoma viral (Blining, 2003; Samulski, 2014). El promotor p40 regula
la sintesi de les proteines Cap per splicing alternatiu de 'ORF Cap (Figura 8). Les
proteines VP1, VP2 i VP3 es troben a la capsida a una ratio 1:1:10 (Wang, 2019). Les
proteines VP1 i VP2 contenen la seqliéncia d’aminoacids de la VP3 i incorporen, a més
a més, una senyal de localitzacié nuclear i, només a la VP1, una regié N-Terminal amb
activitat fosfolipasa A2. Aquestes funcions son claus per la infectivitat del virus. El mMRNA
que codifica per la VP2 i VP3 conté un segon ORF que codifica per la proteina activadora
de I'assemblatge (AAP, Assembly-Activating Protein). La funcié d’aquesta proteina és
facilitar 'entrada de la VP3 al nucli i promoure la maduracié de la capsida proteica
(Blining, 2003; Samulski, 2014).

A cada extrem, flanquejant el genoma viral, s’hi troben unes sequiéncies en forma
de T, les repeticions terminals invertides (ITR, Inverted Terminal Repeats). Les ITR, de
145 bp de longitud, sén I'origen de replicacio i la senyal d’encapsidacié del genoma viral
(Figura 8). Sén les Unigues seqliéncies que es necessiten en cis per a generar els
vectors AAV. En preséncia de la proteina Rep, les ITR tenen certa activitat promotora i
amplificadora, pero, als vectors AAV (que no contenen Rep), cal incorporar promotors a
les cassets d’expressid del transgén per tal que es pugui expressar correctament
(Biining, 2003; Samulski, 2014).
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p5 p19 p40 poly(A) ITR
1]

— Rep78
p5 \
¥ Rep68
e Rep52
p19 i
— N Repd0
— N __ VP1

;)40_/¥L VP2,VP3
AAP

Figura 8. Representacié esquematica de la capsidai el genomadels AAV. (A) Estructura tridimensional
de la capsida de ’AAV2 generada per cristalografia. En vermell es mostren els aminoacids més superficials
i en blau els més propers a l'interior de la capsida. (B) Estructura del genoma dels AAV, on es mostra les
ITR (blau) flanquejant els ORF dels gens rep (vermell), cap (groc i taronja) i AAP (verd). La sequéncia
addicional que té la VP2 respecte la VP3 s’indica en taronja. Adaptat de Samulski, 2014.

Quan I'AAV interacciona amb el seu receptor, S’internalitza mitjangant les
vesicules de clatrina i s’'incorpora als endosomes primerencs. A mesura que els
endosomes van madurant i s’acidifiquen, el canvi de pH provoca un canvi
conformacional a la proteina VP1 de la capsida que n’activa l'activitat fosfolipasa A2
(Wang, 2019). D’aquesta manera, els AAV s’escapen dels endosomes i poden introduir
el seu genoma al nucli de la cél-lula (Blining, 2003). En preséncia d’un virus auxiliar,
I'AAV és capac de replicar el seu genoma, sintetitzar les proteines virals i generar noves
particules virals. En canvi, si no hi ha un virus auxiliar, els AAV poden persistir
majoritariament en forma episomal al nucli com a mondmers o bé concatémers. A més
a més, també poden integrar-se al genoma, tot i que no és un procés gaire frequent
(Nakai, 2003; Naso, 2017). La integracié es produeix per I'acci6é de les proteines Rep,
principalment al locus anomenat AAVS1 que es localitza al cromosoma 19 huma
(19913.3-gter) (Chira, 2015; Wang, 2019).

3.2.2. Produccié dels vectors AAV recombinants

Com que I'uinic element en cis necessari per a I'encapsidacié dels AAV son les
ITR, es poden substituir els gens rep i cap (aproximadament el 96% del genoma viral)
per la casset d’expressio del gen d’interés (Blning, 2003). La casset d’expressié ha de
contenir uns elements determinats per a que es pugui sintetitzar la proteina: un promotor
(habitualment amb un amplificador i un intr), el gen o la regi6é codificant (cds, coding

sequence) i la senyal de poliadenilacio (poliA) (Figura 9). Incloent les ITR, el constructe
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no hauria de superar les 4.7 kb per tal que es pugui encapsidar correctament (Samulski,
2014).

gr Promotor = Gen = PoliA r%

Figura 9. Estructura de la casset d’expressié flanquejada per les ITR dels vectors AAV.

Antigament, la produccié del vector viral AAV es duia a terme mitjancant la
utilitzacié d’un virus auxiliar, que donava lloc a unes preparacions virals amb un cert
grau de contaminacio per part d’aquest virus auxiliar. Aquest inconvenient es va resoldre
amb el sistema de la triple transfeccié de cultius cel-lulars, que permet aportar les
proteines dels virus auxiliars per a la produccié dels AAV mitjancant determinats
plasmidis (Wang, 2019). Aixi doncs, hi ha el plasmidi amb la casset d’expressio
flanquejada per les ITR, un altre que conté els gens auxiliars de I'adenovirus (E1, E2A,
E4 i VA), i finalment, el tercer plasmidi que conté els gens Rep i Cap dels virus AAV WT.
Quan els 3 plasmidis es co-transfecten en cél-lules HEK 293, s’aconsegueix
I'encapsidacié del gen d’interés flanquejat per les ITR (Blning, 2003). Les particules
virals se separen posteriorment de les restes cel-lulars per centrifugacio. Aquest protocol
consisteix en la precipitacié de les particules virals amb polietilé glicol (PEG), seguit de
la centrifugaci6 amb dos gradients diferents de clorur de cesi. D’aquesta manera,
s’aconsegueix separar la majoria de les capsides buides i altres contaminants proteics
(amb una densitat inferior) de les capsides plenes, i aconseguir uns titols molt elevats
de les preparacions virals. Les preparacions obtingudes amb aquest protocol presenten

una millor eficacia en la transducci6 in vivo (Ayuso, 2010).

Com que la majoria de constructes utilitzen les ITR de 'AAV2, un serotip molt
ben caracteritzat, el plasmidi pRepCap utilitza la Rep de 'AAV2. En canvi, segons quin
sigui el tipus cel-lular que es vulgui modificar genéticament, es pot utilitzar els gens Cap
de diferents serotips d’AAV (Rabinowitz, 2002; Grimm, 2008). Les proteines Cap son les
encarregades d’interaccionar amb els receptors cel-lulars i, per tant, son les que
estableixen el tropisme dels vectors. A la Taula 3 es detalla els receptors i el tropisme

dels vectors AAV més utilitzats.
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Taula 3. Origen, receptors, coreceptors i tropisme d’alguns dels AAV més utilitzats en preclinica.

Serotip Origen Receptor i co-receptors Tropisme

AAV1 Huma o PNH Acid sialic N-unit M\uscul esqueletic, SNC, retina,
pancrees, cor, fetge

. HS, FGFR1, HGFR, LamR, Ceél-lules musculars vasculars, muscul
AAV2 Huma . . . o . .
integrines avPs i asP1 esquelétic, SNC, fetge, ronyd, retina

AAV3 HumaoPNH  HS, FGFRL, HGFR, LamR  Muscul esquelétic, hepatocarcinoma,
oida interna

AAVA PNH Acid sialic O-unit SNC (ependimacits), retina, pulma,
fetge

AAV5 Huma Acid sialic N-unit, PDGFR ~ Muscul esqueletic, SNC.
(ependimacits), pulmo, retina, fetge

. HS, Acid sialic N-unit, . . .

AAV6 Huma EGER Muscul esquelétic, cor, pulmé

AAV7 Macaco rhesus Desconegut Mduscul esquelétic, SNC, retina, fetge

AAVS Macaco rhesus  LamR Fe’tge, SNC, re\tllna, pancrees, cof,
muscul esquelétic, teixit adipos
Fetge, SNC, retina, pancrees, cor,

AAV9 Huma Galactosa N-unida, LamR muscul esquelétic, teixit adipos, ronyo,
testicles, pulmo

AAVINIO  Macaco rhesus LamR Fetge, SNC, retina, pancrees, cor,

muscul esquelétic, ronyo, pulmé

PNH: Primats No Humans; HS: Heparan Sulfat; FGFR1: Receptor del Factor de Creixement dels Fibroblasts
tipus 1; HGFR: Receptor del Factor de Creixement d’Hepatdcits; LamR: Receptor de la Laminina; PDGFR:
Receptor del Factor de Creixement derivat de les Plaquetes; EGFR: Receptor del Factor de Creixement
Epidérmic. Adaptat de Lentz, 2012; Balakrishnan, 2014; i Lisowski, 2015.

A causa del seu perfil de seguretat i la seva expressié robusta a llarg termini,

'administracio del vector AAV9 ha esdevingut una de les principals aproximacions per

al tractament de diverses LSD, com les mucopolisacaridosis (Haurigot, 2013; Ribera,
2015; Motas, 2016; Roca, 2017), la malaltia de Pompe (Hordeaux, 2017) o la malaltia

de Niemann-Pick tipus A (Samaranch, 2019). Aixi doncs, la terapia génica basada en

I'administracio del vector AAV9 té el potencial d’esdevenir un tractament eficag i curatiu

per al tractament de la malaltia de NPC2.
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Objectius

La Niemann-Pick tipus C2 és una malaltia minoritaria que es caracteritza per una
afectaci6 severa i progressiva del SNC i una patologia dels teixits periférics
comparativament més lleu. Clinicament, presenta un ampli espectre fenotipic, pero la
majoria dels pacients desenvolupen ataxia cerebel-losa, cataplexia, disartria, disfagia i
atacs epiléptics entre els 2 i els 15 anys d’edat i moren abans de la tercera década de
vida. Els tractaments actuals aconsegueixen estabilitzar i alentir la progressié de la
malaltia, perd no sén curatius i no resulten en un increment significatiu de I'esperanca
de vida. Aixi doncs, és necessari desenvolupar noves estrategies més eficaces per al
tractament de la NPC2. La terapia genica in vivo basada en I'administracié de vectors
adenoassociats suposa una alternativa terapéutica molt prometedora, ja que una Unica
administracié del producte terapéutic permet I'expressié del gen deficitari de forma
eficient i a llarg termini, amb un perfil de seguretat excel-lent. En anterior aproximacions
de terapia génica desenvolupades al nostre grup per al tractament de diverses LSD, un
Unica administracié al LCR de vectors AAV9 codificants per la proteina deficitaria van
conduir a la correccié de les alteracions patologiques tant al SNC com als teixits
periferics. Aquests estudis suggereixen que també podria ser eficag per al tractament
de la malaltia de NPC2.

Aixi doncs, l'objectiu general d’aquesta tesi va ser desenvolupar una
aproximacio de terapia genica per al tractament de la malaltia de Niemann-Pick

tipus C2. Aquest objectiu principal es va subdividir en els seglients objectius especifics:

1. Caracteritzar els efectes de la deleci6 del gen Npc2 a un nou ratoli model
de la NPC2.

2. Avaluar leficacia terapéutica de I'administracié intra-LCR d’un vector
adenoassociat de serotip 9 codificant per la proteina NPC2 murina al ratoli
model de la NPC2.
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A la primera part d’aquesta tesi es va caracteritzar un nou model de ratoli de la
NPC2 obtingut a través del consorci internacional IMPC (International Mouse
Phenotyping Consortium) s’havia generat mitjancant la substitucid de I'exd 3 del gen
Npc2 per la casset d’expressié del gen LacZ en ratolins de fons genétic C57BL/6N, que
va resultar en la disrupcio del gen Npc2 (Materials i métodes, Figura 66). Com que era
un nou model per la NPC2, es va dur a terme una caracteritzacio fenotipica dels ratolins
d’ambdds sexes a I'edat de 15, 30, 45 i 60 dies (Figura 10). Es va estudiar els efectes
de la delecio del gen Npc2 al SNC i als teixits periferics mitjangant I'analisi de diversos
parametres bioquimics, es van realitzar estudis es va determinar 'homedstasi del
lisosoma i alguns processos que en depenen com la distensié lisosomica, la
desregulacié enzimatica o l'autofagia, i els estudis de mielinitzacié. A més a més, també
es va avaluar el comportament i es va realitzar un estudi longitudinal del pes corporal i

de la supervivéncia (Figura 10).

Analisi del pes corporal i de la supervivéncia

v

» Expressio del mRNA i proteina NPC2
* Acumulaci6 de colesterol
» Estudis histopatologics
* Homeostasi lisosomica
+ Autofagia
» Estudis de mielinitzacié
\- Analisi del comportament )

Figura 10. Disseny experimental de I'’estudi fenotipic del model muri de la NPC2. L'estudi es va realitzar
en animals d’ambdds sexes, mascles i femelles, a diverses edats.

1. CARACTERITZACIO GENERAL DEL RATOL| MODEL DE LA NPC2
1.1. Expressio del mRNA i de la proteina NPC2

Per tal de verificar que la mutacié generada al gen Npc2 resultava en un model
KO, es van analitzar els nivells de mRNA i de proteina NPC2 a I'encefal i al fetge de

ratolins WT, heterozigots i homozigots per la mutacié del gen de la Npc2 als 60 dies
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d’edat. Els nivells de mRNA de la Npc2 a les mostres de cervell i fetge d’animals
heterozigots Npc2*" presentaven una reduccid d’aproximadament el 50% respecte els
nivells d’expressié observats als animals WT, mentre que eren practicament
indetectables (<0.5%) als animals homozigots Npc2™, tant en mascles (Figura 11A) com
en femelles (Figura 11B). En conseqiiéncia, els ratolins Npc2” d’ambdés sexes tampoc

presentaven nivells detectables de la proteina NPC2 ni al fetge ni al cervell (Figura 12).
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Figura 11. Expressié del gen Npc2 al ratoli model de la NPC2. (A,B) Estudi de I'expressi6 del gen Npc2
per gPCR a les mostres de cervell i fetge de ratolins WT, heterozigots (Npc2*") i homozigots (Npc2+)
mascles (A) i femelles (B) als 60 dies d’edat. Les dades es mostren com a la mitjana £ SEM de 4 animals
per grup. *** p<0.001 vs. WT.
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A MASCLES B FEMELLES
Cervell Cervell
WT Npc2-/- WT Npc2-/-
NPC2 | M s s | [ — ——
aTubulina | ™ s S " - G o — —
Fetge Fetge
WT Npc2-/- WT Npc2-/-
NPC2 | - | [ — — |
aTubuling | W s s . || —————c— — |

Figura 12. Expressi6 de la proteina NPC2 al ratoli model de la NPC2. Estudi dels nivells d’expressié de
la proteina NPC2 mitjangant el Western blot a les mostres de cervell i fetge de ratolins WT i Npc2” mascles
(A) i femelles (B) als 60 dies d’edat. L’aTubulina es va utilitzar com a control de carrega. Resultats de 3
animals per grup.

1.2. Analisi de les proporcions genotipiques

Es va estudiar la ratio dels diferents genotips de la descendéncia dels
creuaments d’animals heterozigots. Les proporcions dels genotips de la descendéncia
a I'edat del deslletament (3 setmanes) eren sub-mendelianes (Taula 4). El percentatge
de cries esperat era del 25% WT, 50% heterozigots i 25% homozigots. En canvi, els
percentatges d’homozigots observats eren significativament inferiors: un 19.75%
d’homozigots mascles i un 18.58% femelles (Taula 4). Aquests resultats indicaven que

hi havia letalitat embrionaria o perinatal.

Taula 4. Proporcié dels genotips de les cries de creuaments heterozigots a I’edat de deslletament.

WT Heteozigots Homozigots

1
Sexe (Npc2”") (%) (Npc2') (%) (Npc2h) () V2°rP
Mascles 304 (25.53%) 663 (55.02%) 238 (19.75%) p<0.001
Femelles 326 (27.65%) 634 (53.77%) 219 (18.58%) p<0.001

1 Respecte la ratio esperada de WT (Npc2**), Heterozigots (Npc2+-) i Homozigots (Npc27) (1:2:1).
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1.3. Pes corporal

Una de les conseqliencies més evidents de la delecié del gen Npc2 va ser el seu
efecte en el desenvolupament i el creixement dels ratolins Npc2”. Mentre que els
animals WT van presentar un creixement progressiu, es va observar un retras del
creixement dels ratolins Npc2” mascles i femelles (Figura 13). A partir de les 6 setmanes
d’edat, els ratolins Npc2” presentaven un pes corporal significativament inferior als
animals WT, amb un pic de pes entorn a les 7 setmanes, moment a partir del qual van

comencar a perdre pes de forma progressiva fins a la setmana 13, I'edat de mort.

MASCLES FEMELLES
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Figura 13. Efecte de la deleci6 del gen Npc2 al pes corporal del ratoli model de la NPC2. Estudi del

pes corporal en ratolins WT i Npc2”- mascles i femelles. Les dades es mostren com a la mitjana = SEM de
7-12 animals per grup. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 vs. WT.

1.4. Supervivéncia

Paral-lelament a I'estudi del seguiment del pes corporal, també es va realitzar
una analisi de la supervivéncia. Els animals Npc2™ van presentar una reducci6 drastica
de la supervivéncia, de forma molt similar tant en mascles com en femelles (Figura 14).
La majoria dels animals homozigots van morir entre els 60 i 100 dies d’edat i la mediana

de supervivencia va ser de 78.5 dies en mascles i de 78 dies en femelles.
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Figura 14. Estudi de la supervivéncia dels ratolins Npc2’. Representacié de Kaplan-Meier de les corves
de supervivéncia dels ratolins WT i Npc2” d'ambdds sexes. Dades de 26-27 animals per grup.
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2. ESTUDI DE LA PATOLOGIA AL SNC

2.1. Acumulaci6 de colesterol

La deficiencia de la NPC2 en humans provoca, principalment, 'acumulacié de
colesterol no esterificat als lisosomes (Vanier, 2010). Per tant, es va avaluar 'acumulacié
de colesterol al model muri de la NPC2 a les de edats de 15, 30 i 60 dies mitjancant
I'analisi histologic de les seccions de I'encéfal amb la tincié de filipina, una molecula
fluorescent que s’uneix especificament al colesterol no esterificat. A diferéncia dels
ratolins WT, que no presentaven marcatge positiu per la filipina a cap de les edats
estudiades, els ratolins Npc2”, mascles i femelles, presentaven una acumulacié de
colesterol no esterificat generalitzada a tot I'encéfal ja present als 15 dies d’edat i que
va augmentar progressivament amb 'edat (Figura 15 i Figura 16). Segons la morfologia

del marcatge, aquesta acumulacié es localitzava principalment als somes neuronals.

Cortex Frontal Cortex Parietal Cortex Occipital Mesenceéfal Cerebel

Figura 15. Acumulacio de colesterol no esterificat a I'encéfal dels ratolins mascles Npc2. Imatges
representatives de la tinci6 de filipina per a detectar el colesterol no esterificat a diverses regions de I'enceéfal
dels ratolins mascles WT i Npc2”- a 15, 30 i 60 dies d’edat. Imatges representatives de 4-5 animals per grup.
Barra d’escala: 50 ym (20 ym a I'ampliacio).
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Cortex Frontal Cortex Parietal Cortex Occipital Mesencefal Cerebel

Figura 16. Acumulacio de colesterol a ’encéfal dels ratolins femelles Npc2”. Imatges representatives
de la tincid de filipina per a detectar el colesterol no esterificat a diverses regions de I'encéfal dels ratolins
femelles WT i Npc2”- a 15, 30 i 60 dies d’edat. Imatges representatives de 3-5 animals per grup. Barra
d’escala: 50 ym (20 ym a 'ampliaci®).

2.2. Homeostasilisosomica
2.2.1. Distensio6 lisosomica

A les LSD, 'acumulacié de diverses molécules no degradades als lisosomes
resulta en un augment del nombre i/o la mida d’aquests organuls, anomenada distensio
lisosomica (Hdlkova, 2012; Rowan, 2013; Motas, 2016). La distensié lisosomica
observada en el model muri de la NPC2 es va avaluar als 15, 30 i 60 dies d’edat
mitjangant I'analisi immunohistoquimica contra la proteina LIMP2, un marcador de la
distensi6 lisosomica. Als ratolins mascles Npc2’ es va observar un augment
estadisticament significatiu de la intensitat del senyal de LIMP2 en comparacié amb els
animals WT, que ja era evident als 15 dies d’edat i es va mantenir elevada a la resta

d’edats analitzades (Figura 17).
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Figura 17. Distensi6 del compartiment lisosomic a I’encéfal dels ratolins mascles Npc2”. La mida del
compartiment lisosomic es va analitzar a diverses regions de [I'encéfal mitjangant [I'analisi
immunohistoquimica amb el marcador lisosomic LIMP2 a 15, 30 i 60 dies dedat. (A) Imatges
representatives obtingudes de diverses regions de I'encéfal dels ratolins WT i Npc2”. Barra d’escala: 25
um. (B) Quantificacio del percentatge d’area positiva de LIMP2 de cada regié analitzada. Les dades es
mostren com a la mitjana £ SEM de 5 animals per grup. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 vs. WT.
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Aquests resultats suggerien que una acumulacio de colesterol no esterificat al
SNC provocava un augment de la mida i/o nombre de lisosomes a totes les regions

analitzades, que evidenciava la distensié lisosomica al SNC del ratoli model de la NPC2.

2.2.2. Desregulacié enzimatica

En moltes LSD, la deficiencia de la proteina que causa la malaltia, aixi com
'acumulacié de substrats al lisosoma, condueixen de manera secundaria a I'alteracio
d’altres proteines lisosomiques (Haurigot, 2013; Ribera, 2015). Un exemple sén les
hidrolases, uns enzims lisosomics que participen en la degradacié dels substrats que
s6n incorporats a dins del lisosoma per a ser reciclats (Sardiello, 2009; Rowan, 2013).
Per a determinar si ’homeostasi lisosOmica estava compromesa a causa de la delecio
del gen Npc2, es va avaluar l'activitat enzimatica de diversos enzims lisosomics als
extractes proteics de I'encéfal de ratolins mascles i femelles. L’activitat dels enzims [3-
hexosaminidasa (B-HEXO) i Hepara a-glucosaminida N-acetiltransferasa (HGSNAT), un
enzim soluble i un enzim de membrana, respectivament, mostraven un increment de la
seva activitat enzimatica que ja era evident als 15 dies dedat i augmentava
progressivament amb I'edat (Figura 18). Aquests resultats indicaven que hi havia una

pertorbacié evident de I’'homeostasi lisosdmica al model muri de la NPC2.
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Figura 18. Alteracié de I’lhomedstasi del lisosoma a I’encéfal de ratolins mascles i femelles Npc2™.
(A,B) Determinaci6 de I'activitat dels enzims lisosomics B-HEXO i HGSNAT als extractes proteics de cervell
d’animals mascles (A) i femelles (B) WT i Npc2”- a I'edat de 15, 30 i 60 dies. Els valors es mostren com a
la mitjana + SEM de 5 animals per grup. ** p<0.01, *** p<0.001 vs. WT.

65



Resultats

2.2.3. Defectes de I'autofagia

El lisosoma és un organul involucrat ens els processos d’autofagia. Alguns
estudis demostren que la pérdua de I'homeostasi lisosdmica a les LSDs inclou
alteracions del flux autofagic de la cél-lula. Per a determinar si 'autofagia també estava
alterada al nostre model muri de la NPC2, es va dur a terme una analisi per Western
blot per a detectar la cadena lleugera 3B de la proteina associada als microttbuls 1A/1B
(LC3B, Microtubule-associated protein 1A/1B light chain 3B) com a marcador de
l'alteracio del flux autofagic. La LC3B és una proteina de la familia de les ATG8 que
participa en la biogénesis dels fagosomes i la seleccio de substrats per a ser degradats.
Existeix com a una proteina citosolica (LC3B-1) que es modifica a causa de la unié
covalent a un lipid quan interacciona amb la membrana del fagosoma (LC3B-II). Aixi
doncs, una acumulacié de la forma LC3B-II indica un increment de la formacié de
fagosomes o una reducci6 del flux autofagic (Koukourakis, 2015). Aleshores, es va
avaluar el flux autofagic als extractes proteics de la regio caudal de I'encéfal de ratolins
mascles WT i Npc2” a I'edat de 30 i 60 dies. Als ratolins Npc2” es va observar un
augment significatiu i progressiu de la ratio LC3B-II/LC3B-I (Figura 19) a la regié més
caudal on es troba el cerebel, una de les regions més afectades de I'encéfal als pacients
amb NPC2 (Malik, 2019). Aquests resultats indicaven que el flux autofagic estava alterat

al model muri de la NPC2.
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Figura 19. Determinacio de les alteracions del flux autofagic a I’encéfal. El flux autofagic es va avaluar
per Western blot a les regions caudal de I'encéfal dels ratolins mascles WT i Npc2” a les edats de 30 i 60
dies. Analisi per Western blot de la quantitat de proteina LC3B-I i LC3B-Il amb les seves respectives
quantificacions de la ratio LC3B-II/LC3B-I. L'aTubulina es mostra com a control de carrega. Els valors es
mostren com a la mitjana + SEM de 3 animals per grup. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 vs. WT.
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2.3. Desmielinitzaci6

Els defectes de la mielinitzacio son forca habituals a les LSD neurodegeneratives
on el metabolit d’'acumulacié primaria sén lipids, com ara la GM2-gangliosidosi o la
malaltia de Krabbe (Di Rocco, 2005; Cachon-Gonzalez, 2014). Als models animals de
la NPC1 s’hi han observat defectes en la maduracié dels oligodendrocits i la sintesi de
la mielina (Yang, 2018). Els oligodendrocits son les cél-lules que s’encarreguen del
procés de mielinitzacié al SNC (Bradl, 2010; Simons, 2016). Per a determinar si el ratoli
model de la NPC2 presentava una alteracio de la maduracié dels oligodendrocits i/o del
procés de mielinitzacid, es van quantificar els nivells d’expressié de diversos gens clau
que codifiguen per components essencials de la mielina o bé proteines involucrades en
el procés de mielinitzacio, com ara la proteina proteolipina 1 (PLP1, Proteolipin protein
1; Gen: PIpl), la glicoproteina associada a la mielina (MAG, Myelin-associated
glicoprotein; Gen: Mag) i la 2-hidroxiacilesfingosina 1-B-galactosiltransferasa (GalCerS,
2-hydroxyacylsphingosin 1-beta-galactosyltransferase; Gen: Ugt8). La PLP1 és la
proteina més abundant de la mielina i, al igual que la MAG, sén proteines estructurals
de la mielina (Werner, 2013), A part del fet que el colesterol és també un component de
la mielina per se, la PLP1 conté un domini d’unié al colesterol necessari per a la seva
incorporaci6 a les beines, fet que vincula el metabolisme del colesterol directament amb
la mielinitzacié (Saher, 2012). La GalCerS participa en la sintesi dels sulfatids, uns
glicoesfingolipids essencials per la funcio i I'estructura de la mielina (Eckhardt, 2008;
Dziegiel, 2010). La quantificacié de I'expressié d’aquests gens per gPCR a les mostres
de cervell de ratolins WT i Npc2” mascles i femelles entre els 15 i els 60 dies d’edat va
evidenciar una reduccié molt drastica de la mielinitzacié als animals Npc2’ (Figura 20A
i B). Als 15 dies d’edat, els ratolins Npc2™” presentaven uns valors d’expressié d’aquests
gens inferiors al 40% respecte els valors dels animals WT. Progressivament, els nivells
de mRNA van anar disminuint fins a arribar a menys del 25% als 60 dies d’edat. Aquests
resultats indicaven que els ratolins NPC2 presentaven una reduccié de la maduracio
dels oligodendrocits i/o una hipomielinitzacié a I'encéfal que ja era evident als 15 dies

d’edat i s’agreujava progressivament amb el temps.
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Figura 20. Reduccié de I'expressio de components de la mielina involucrats en el procés de
mielinitzacio al cervell. (A,B) Quantificacio per qPCR dels nivells d’expressio dels gens Plpl, Mag i Ugt8,
components estrucutrals o involucrats en el procés de mielinitzacio, a les mostres d’encefal dels ratolins WT
i Npc2”- mascles (A) i femelles (B) entre els 15 i 60 dies d’edat. Els valors es mostren com a la mitjana +
SEM de 3-5 animals per grup. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 vs. WT.

2.4. Patologia del cerebel

Una de les caracteristiques més rellevants de la malaltia de NPC2 és I'ataxia
cerebel-losa, un simptoma produit per la disfuncié o la mort de les cel-lules de Purkinje
(Mengel, 2013). Per tal de caracteritzar la patologia al cerebel del ratoli model de la
NPC2, es va realitzar una quantificacio de les cél-lules de Purkinje als talls histologics
mitjangant I'analisi immunohistoquimica contra la Calbindina D28k, un marcador de les
cel-lules de Purkinje. Fins als 30 dies d’edat, la densitat de cél-lules de Purkinje als
ratolins Npc2” era indistingible de la dels ratolins WT (Figura 21). En canvi, entre els 30

I els 60 dies d’edat, hi va haver una caiguda progressiva i molt significativa de la densitat

68



Resultats

de les cél-lules de Purkinje. Als 60 dies d’edat, aquesta densitat al Idobul anterior era
Unicament del 3% respecte els animals WT, mentre que al Iobul posterior, tot i que també
era estadisticament significativa, la baixada de la densitat de cel-lules de Purkinje va ser

més moderada i es va situar al voltant del 55% del valor dels animals WT (Figura 21).
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Figura 21. Analisi de les cél-lules de Purkinje al cerebel de ratolins Npc2” mascles. (A) Imatges
representatives de la immunohistoquimica contra el marcador Calbindina D28k, un marcador de les cél-lules
de Purkinje, a les seccions de cerebel de ratolins mascles WT i Npc2”- a les edats de 15, 30, 45 i 60 dies.
Barra d’escala: 500 ym (25 ym a I'ampliacié). (B) Comptatge de cél-lules de Purkinje per longitud del
perimetre a cada Iobul del cerebel. Els valors es mostren com a la mitjana + SEM de 3-5 animals per grup.
* p<0.05, *** p<0.001 vs. WT. A I'esquema es mostra el lobul anterior del cerebel en gris fosc i el Iobul

posterior en gris clar.
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Per altra banda, es va realitzar un estudi de la ultraestructura de les cél-lules de
Purkinje als 60 dies d’edat mitjangant la microscopia electronica de transmissio (MET).
L’analisi ultraestructural va evidenciar que les poques ceél-lules de Purkinje que es van
poder detectar als ratolins mascles Npc2™ tenien una gran acumulacio de vesicules amb
morfologia tipica d’autofagosoma plenes de material electrodens i estructures
multilamel-lars concéntriques (Figura 22). En canvi, les cel-lules de Purkinje del animals
WT, molt més abundants, només presentaven alguns lisosomes secundaris d’aspecte
totalment normal (Figura 22). L'increment de vesicules plenes de material no degradat
detectades a I'analisi ultraestructural correlacionava amb I'increment del marcatge amb
LIMP2 (Figura 17) i amb la reducci6 del flux autofagic (Figura 19) observada al cerebel.
Aixi doncs, aquests resultats indicaven que les cel-lules de Purkinje es trobaven molt

alterades al model muri de la NPC2.

Figura 22. Analisi ultraestructural de les cél-lules de Purkinje al model muri de la NPC2. Analisi per
MET de les cél-lules de Purkinje als 60 dies d’edat dels ratolins mascles WT i Npc2” on s’observa
'acumulacié de vesicules plenes de material electro-dens i estructures multilamel-lars, marcades amb
fletxes vermelles. La fletxa taronja indica un lisosoma secundari. Imatges representatives de 2 animals per
grup. Barra d’escala: 5 ym (500 nm a I'ampliacio).
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2.5. Neuroinflamaci6

La microglia i els astrocits sén dos tipus cel-lulars que participen en ’lhomedstasi
del cervell. La microglia sén els macrofags residents del SNC i tenen funcions
immunoldgiques i de poda sinaptica; mentre que els astrocits tenen funcions de suport
metabolic a les neurones i també intervenen en la modulaci6 sinaptica. Com a resposta
a diversos processos patologics a I'encéfal, es produeix I'activacié d’aquests dos tipus
cel-lulars que dona lloc al que es coneix com a microgliosi i astrocitosi, és a dir, la
neuroinflamacio al SNC (German, 2002; Platt, 2016; Brauer, 2019). Es va a dur a terme
un estudi en animals mascles del model de la NPC2 a 'edat de 15, 30 i 60 dies per a
detectar la neuroinflamacié mitjangant I'analisi immunohistoquimica contra la proteina
acidica fibril-lar glial (GFAP, Glial Fibrillary Acidic Protein), una proteina sobre-
expressada en astrocits activats; i la lectina BSIB4, la qual reconeix els residus terminals
d'a-D-galactosa de conjugats glicoproteics presents a la membrana cel-lular de la
microglia, que marca preferentment la microglia activada (Ruzo, 2012a; Jang, 2013;
Ribera, 2015).

A partir dels 15 dies d’edat, es va observar un increment significatiu del senyal
de BSIB4 a totes les regions de I'encéfal estudiades de ratolins mascles Npc2’ que va
augmentar progressivament als 30 i 60 dies d’edat, mentre que el marcatge era absent
als ratolins WT (Figura 23).

De forma similar, també es va observar un increment del marcatge per a GFAP
als ratolins mascles Npc2” comparat amb els animals WT, que presentaven un
marcatge molt menor i sense cap aspecte patologic (Figura 24). L’increment de la
intensitat de senyal va ser evident a partir dels 15 dies d’edat al cortex frontal, parietal i
occipital, al talem i al mesencéfal, que va augmentar progressivament fins als 60 dies
d’edat.

Aixi doncs, I'increment del marcatge per a BSIB4 i GFAP indicava la preséncia
de neuroinflamacié en forma d’astrocitosi i microgliosi generalitzada a tot 'encéfal dels

ratolins Npc2” a partir dels 15 dies d’edat.
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Figura 23. Caracteritzacio de la microgliosi a I’encéfal dels ratolins Npc2”’ mascles. (A) Imatges
representatives de la tincié amb la lectina BSIB4 a diverses regions de I'encéfal dels ratolins mascles WT i
Npc2. Barra d’escala: 25 ym. (B) Histogrames amb la quantificacio de I'area positiva d’aquestes regions.
Els valors es mostren com a la mitjana + SEM de 4-5 animals per grup. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 vs.

WT.
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Figura 24. Caracteritzacié de lastrocitosi a I’encéfal dels ratolins Npc2’- mascles. (A) Imatges
representatives de la immunohistoquimica contra el marcador GFAP a diverses regions de I'encéfal dels
ratolins mascles WT i Npc2-. Barra d’escala: 25 ym. (B) Histogrames de la quantificacio de I'area positiva
d’aquestes regions. Els valors es mostren com a la mitjana £+ SEM de 4-5 animals per grup. * p<0.05, **
p<0.01 vs. WT.
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3. ESTUDI DE LA PATOLOGIA ALS TEIXITS PERIFERICS DEL RATOLI
MODEL DE LA NPC2

3.1. Acumulaci6 de colesterol

Per a determinar si la deficiencia de la proteina NPC2 també resultava en
I'acumulacio de colesterol als teixits somatics, es va dur a terme I'extraccio de lipids on
s’hi va quantificar el colesterol total. La determinacio es va realitzar a les edats de 15,
30 i 60 dies a les mostres del fetge i la melsa; i a les mostres del pulmo, el teixit adipos
blanc inguinal, el ronyé i la bufeta als 60 dies d’edat. Als mascles Npc2™”, es va detectar
un augment del contingut de colesterol total al fetge a totes les edats analitzades, mentre
que a la melsa s’hi va observar una tendéncia que no va ser estadisticament significativa
fins als 60 dies d’edat (Figura 25A). A la resta de teixits analitzats, també es va detectar

un augment estadisticament significatiu del contingut de colesterol total (Figura 25B).
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Figura 25. Determinacié del contingut de colesterol als teixits somatics de ratolins Npc2” mascles.
(A,B) Quantificacio del contingut de colesterol total als extractes lipidics del fetge i la melsa als 15, 30 i 60
dies d’edat (A) i del pulmd, el teixit adipds, el rony6 i la bufeta als 60 dies d’edat (B). Els valors es mostren
com a la mitjana + SEM de 4-10 animals per grup. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 vs. WT.
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Per altra banda, es va analitzar I'acumulacio de colesterol a les mostres del fetge
i la melsa dels ratolins Npc2”- femelles entre els 15 i els 60 dies d’edat. Tal com es va
observar als mascles, les femelles presentaven un increment de colesterol en ambdéds

teixits analitzats a partir dels 15 dies d’edat (Figura 26).
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Figura 26. Determinacioé del contingut de colesterol als teixits somatics de ratolins Npc2* femelles.
Quantificacio del contingut de colesterol total als extractes lipidics del fetge i la melsa de ratolins femelles
WT i Npc2”- als 15, 30 i 60 dies d’edat. Els valors es mostren com a la mitjana + SEM de 4-10 animals per
grup. * p<0.05, *** p<0.001 vs. WT.

3.2. Distensid lisosomica

La distensi6 lisosomica es va analitzar a les seccions del fetge, la melsa i el
pulmo per immunohistoquimica mitjangant la deteccio dels lisosomes amb el marcador
LIMP2. A partir dels 15 dies d’edat, els ratolins Npc2” mascles presentaven un senyal
positiu de LIMP2 molt més intens als tres teixits periferics analitzats que la dels animals
WT (Figura 27 i Figura 28). Tant al fetge com al pulmd, la marca positiva era
generalitzada a tot el teixit, mentre que a la melsa, el senyal positiu de LIMP2 es
localitzava principalment a la polpa blanca, tot i que també estava augmentada a la polpa
vermella. Quan es va estudiar la morfologia de les cél-lules marcades, es van observar
cel-lules d’aspecte espumos, especialment al pulm6 a partir dels 15 dies d’edat i a la
melsa a partir dels 30 dies (Figura 27 i Figura 28). Les cél-lules d’aspectes espumds son
habitualment macrofags plens de colesterol, que s’han detectat tant en pacients de la
NPC (Vanier, 2010) com en models murins de la NPC1 (Nel¥lauer, 2019). Aquests

resultats indicaven que la distensié lisosdmica era una alteracié patolodgica que s’iniciava
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ben aviat al model muri de la NPC2 i afectava a diversos tipus cel-lulars de cada teixit

analitzat.
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Figura 27. Distensié del compartiment lisosomic al fetge i la melsa dels ratolins mascles Npc2”. La
distensié lisosomica es va analitzar a les seccions del fetge i la melsa dels ratolins mascles WT i Npc2
mitjangant la immunohistoquimica amb el marcador lisosomic LIMP2 a 15, 30 i 60 dies d’edat. Barra
d’escala: 50 ym (20 ym a I'ampliacid). Imatges representatives de 4-5 animals per grup.
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15 dies 30 dies 60 dies
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Figura 28. Distensi6 del compartiment lisosomic al pulmo dels ratolins mascles Npc2. La distensié
lisosomica es va analitzar a les seccions del pulmé dels ratolins mascles WT i Npc2/ mitjancant la
immunohistoquimica amb el marcador lisosomic LIMP2 a 15, 30 i 60 dies d’edat. Barra d’escala: 50 ym (20
um a I'ampliacid). Imatges representatives de 4-5 animals per grup.

3.3. Inflamacio als teixits periférics

Per tal de detectar si hi havia inflamacio als teixits periférics, es va realitzar una
immunohistoquimica contra el marcador Mac-2 (Galectina-3), que s’uneix als macrofags
activats (Dong, 1997). Mentre que els ratolins WT no van presentar cap senyal positiu
per Mac-2, els ratolins Npc2” mascles tenien cél-lules marcades al fetge i al pulmé a
totes les edats analitzades (Figura 29 i Figura 30). A la melsa, en canvi, no es va detectar
I'activacié de macrofags fins als 30 dies d’edat, fet que es va mantenir fins als 60 dies
(Figura 29). A diferéncia de la immunohistoquimica contra LIMP2 (Figura 27), tant la
polpa vermella com la polpa blanca tenien una intensitat de senyal positiu semblant,
indicant que la infiltraci6 dels macrofags succeia homogéniament a tota la melsa. A més
a més, tal com s’havia observat préviament amb la immunohistoquimica contra LIMP2
(Figura 27), les cél-lules marcades amb Mac-2 contenien mdultiples vesicules i
presentaven un aspecte espumos a tots els teixits periférics analitzats (Figura 29 i Figura
30).
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Figura 30. Estudi de la inflamacio6 al pulmé dels ratolins Npc2” mascles. Immunohistoquimica contra
Mac-2, un marcador de macrofags activats, a les seccions del pulmé dels ratolins WT i Npc2”- mascles als
15, 30 60 dies d’edat. Barra d’escala: 50 ym (20 ym a I'ampliacid). Imatges representatives de 4-5 animals
per grup.

3.4. Hepatosplenomegalia

Una de les alteracions més habituals a les LSD amb afectacio dels teixits
periferics és l'increment del pes del fetge i la melsa, fet que també s’ha descrit als
pacients humans de la NPC2 (Millat, 2001; Parenti, 2015). Aleshores, es va analitzar el
pes del fetge i la melsa relatiu al pes corporal dels ratolins WT i Npc2” d’ambdds sexes
a diverses edats. Els mascles homozigots van desenvolupar hepatomegalia a partir dels
15 dies d’edat, mentre que I'esplenomegalia no va ser evident fins a 'edat més tardana
analitzada (60 dies d'edat) (Figura 31A). Comparativament, les femelles no van
desenvolupar aquest simptoma de forma tant evident: 'hepatomegalia no va aparéixer
fins als 60 dies d’edat i no van arribar a desenvolupar I'esplenomegalia a les edats
estudiades (Figura 31B).
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Figura 31. Estudi de I’hepatosplenomegalia al model muri de la NPC2. (A,B) Quantificacid del pes
relatiu del fetge i la melsa als ratolins mascles (A) i femelles (B) WT i Npc2”- a les edats de 15, 30, 45 i 60
dies. Els pes dels organs es mostra de forma relativa al pes corporal de I'animal. Els valors es mostren com
a la mitjana + SEM de 2-4 al grup experimentalde 15 dies i de 15 animals per grup, a la resta de grups
experimentals. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 vs. WT

3.5. Homeostasi lisosomica
3.5.1. Alteracions patologiques al fetge

L’'estat de 'hnomedstasi lisosomica al fetge es va caracteritzar mitjangcant la
determinacio de I'activitat de diversos enzims lisosdmics involucrats en la degradacié de

substrats. A totes les edats analitzades, els ratolins mascles Npc2™ tenien augmentada
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lactivitat B-HEXO i HGSNAT respecte els valors dels animals WT (Figura 32A). De
manera similar, les femelles Npc2™” presentaven un augment de I'activitat enzimatica B-
HEXO i HGSNAT des dels 15 dies fins als 60 dies d’edat (Figura 32B).
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Figura 32. Alteracié de ’homeostasi lisosomica al fetge dels ratolins Npc2. (A,B) Analisi de I'activitat
dels enzims lisosomics HGSNAT i B-HEXO realitzades als extractes proteics de fetge dels ratolins WT i
Npc2’ mascles (A) i femelles (B). Les activitats es van determinar als 15, 30 i 60 dies d’edat. Els valors es
mostren com a la mitjana + SEM de 4-5 animals per grup. ** p<0.01, *** p<0.001 vs. WT.

3.5.2. Alteraci6 de l’activitat B-HEXO al serum

En algunes LSD, com la MPSII, s’han detectat uns nivells augmentats de (-
HEXO al serum com a conseqiiéncia de la desregulacio al fetge (Motas, 2016). Per tant,
es va analitzar I'activitat B-HEXO a les mostres de sérum dels ratolins WT i Npc2” entre
els 15 els 60 dies d’edat. En concordanga amb l'increment d’activitat B-HEXO al fetge,
I'activitat B-HEXO també estava augmentada a les mostres de sérum de ratolins Npc2™”
mascles (Figura 33A) i femelles (Figura 33B) respecte els animals WT a totes les edats
analitzades. Aquests resultats indicaven que l'alteracié de 'homeodstasi no es limitava

només al fetge, sind que els nivells circulants també estaven afectats.
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Figura 33. Activitat B-HEXO al sérum dels ratolins Npc2”. Determinacio de I'activitat B-HEXO al sérum
dels ratolins WT i Npc2”- mascles (A) i femelles (B) a 15, 30 i 60 dies d’edat. Els valors es mostren com a
la mitjana + SEM de 4-5 animals per grup. ** p<0.01, *** p<0.001 vs. WT.

3.6. Dany hepatic

Quan hi ha alteracions patologiques al fetge, la membrana dels d’hepatocits
esdevé més permeable i provoca l'alliberacié de transaminases hepatiques al sérum.
Aixi doncs, un augment en I'activitat de les transaminases al sérum, que en condicions
normals sén baixes, s’acostuma a utilitzar com a marcador de dany hepatic (Olaleye,
2008). Com que els ratolins Npc2” presentaven alteracions patologiques al fetge, es va
mesurar 'activitat de I'aspartat-aminotransferasa (AST) a sérum. A partir dels 15 dies i
fins als 60 dies d’edat, els ratolins Npc2™, tant els mascles (Figura 34A) com les femelles
(Figura 34B), tenien un augment moderat pero estadisticament significatiu de I'activitat

AST a sérum, fet que evidenciava el dany hepatic al model muri de la NPC2.
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Figura 34. Determinacio de I’activitat AST al sérum dels ratolins Npc2”. L’activitat de la transaminasa
AST a sérum, un marcador de dany hepatic, es va mesurar als ratolins WT i Npc2”- mascles (A) i femelles
(B) a les edats de 15, 30 i 60 dies. Els valors es mostren com a la mitjana + SEM de 4-5 animals per grup.
* p<0.05, ** p<0.01 vs. WT.
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4. AVALUACIO DEL COMPORTAMENT

Uns dels simptomes més tipics dels pacients de NPC sén els problemes
locomotors. La gran majoria de pacients els presenten en forma d’ataxia, alteracions de
la coordinaci6 i problemes en la marxa (Bonnot, 2019). La delecié del gen Npc2 va
provocar un caminar ataxic, caracteritzat per ser un caminar inestable amb tremolors a
les potes dels ratolins Npc2”. Per tal de caracteritzar la capacitat locomotora i de
coordinaciod, es van realitzar les seguents proves de comportament: prova de I'actimetre,

prova del rotarod i el mesh test (prova de la reixa).

4.1. Prova de I’actimetre

L’actimetre consisteix en una arena dividida virtualment en 3 regions quadrades
concéntriques: el centre (el quadrat central), la vora (el quadrat més exterior) i el
perimetre (excloent el centre, la resta de I'espai). Mitjangcant una camera s’estudia el
desplagament dels ratolins a través de les diferents regions durant un temps determinat.
Com que els ratolins s’acostumen a I'actimetre, aquesta prova només es va realitzar un

cop a ratolins no testats anteriorment (Marco, 2016).

A ledat de 30 dies, els ratolins Npc2” mascles van comencar a presentar
alteracions locomotores, evidenciat per una reduccié de la distancia total recorreguda.
A més a més, també van presentar una tendéncia a estar més estona en repos,
desplacar-se a una velocitat més lenta i a creuar menys vegades les diferents zones de
l'actimetre (Figura 35). Als 60 dies d’edat, en canvi, els ratolins Npc2”~ mascles van
presentar diferéncies estadisticament significatives respecte els animals WT en la
majoria dels parametres analitzats. Concretament, es va observar una reducci6
d’aproximadament el 50% del desplagament total, van passar el doble de temps en
repos, el desplagament a velocitat alta (>15 cm/s) va ser 3 vegades menor i ho van fer
a una velocitat maxima inferior i, finalment, el nombre de canvis de zona també va ser
menor. Cal destacar que no només van obtenir resultats menors respecte els animals
WT, sin6 que també ho van fer respecte els valors obtinguts a 30 dies (Figura 35),

indicant una progressio de la malaltia.
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Figura 35. Alteracions del comportament als ratolins Npc2” mascles. Resultats de la prova de
I'actimetre realitzada als 30 i 60 dies d’edat als ratolins mascles WT i Npc2/, naif pel test. Els valors es
mostren com a la mitjana + SEM de 12-13 animals per grup. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 vs. WT.

Per altra banda, també es va estudiar el comportament locomotor de les femelles

Npc2” als 30 i 60 dies d’edat. Als 30 dies, els ratolins Npc2” femelles van presentar

diferencies significatives respecte els animals WT a més parametres que els observats

als ratolins mascles (Figura 36). Aixi doncs, es va detectar una disminucid

estadisticament significativa tant de la distancia total recorreguda com del desplacament

lent, aixi com un major percentatge de temps en repds. Posteriorment, als 60 dies d’edat,
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els ratolins Npc2” van presentar nivells d’activitat locomotora inferiors als observats als
30 dies d’edat, i significativament inferiors als dels animals WT (Figura 36), fet que
confirmava el caracter progressiu de la malaltia.
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Figura 36. Alteracions del comportament als ratolins Npc2” femelles. Resultats de la prova de
I'actimetre realitzada als 30 i 60 dies d’edat als ratolins femelles WT i Npc2”-, naif pel test. Els valors es
mostren com a la mitjana + SEM de 11-14 animals per grup. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 vs. WT.
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4.2, Prova del rotarod i mesh test

Amb la finalitat de mesurar els problemes de coordinacid, es van realitzar les
proves del rotarod i el mesh test. El rotarod és un aparell de consta d’un cilindre rotatori
damunt del qual es col-loquen els ratolins. Aquest cilindre s’accelera de forma constant,
de tal manera que els ratolins amb major coordinaciéo romanen meés temps damunt del
cilindre i els ratolins amb menor coordinacié cauen abans. Es va mesurar la latéencia a
caure del rotarod dels animals Npc2” mascles i femelles a les edats de 30 i 60 dies. A
més a més, un animal homozigot de cada sexe va sobreviure fins als 90 dies i també es
va analitzar a la prova del rotarod. Els animals WT van romandre un temps similar sobre
el rotarod a totes les edats analitzades. En canvi, tot i que a 30 dies els animals Npc2”
van romandre un temps sobre el rotarod similar al dels WT, als 60 dies d’edat van
presentar una laténcia a caure unes 3 vegades menor (Figura 37). Els dos animals
d’ambdds sexes que van sobreviure fins als 90 dies d’edat presentaven una execucié
del test pitjor que els animals analitzats préviament. Per tant, aquestes dades indicaven
que el model muri de la NPC2 presentava problemes de coordinacié evidents i

progressius a partir dels dos mesos d’edat.

MASCLES FEMELLES
75 - 75 - O WT
D 5 -@— Npc2”-
o 60 A 2 60 A
>S5 S
]
§ 45 - 8 45 -
© ___§___% « *Q—-"é
g 30 A .g 30 -
Q * «S
S 15 A Es' 15 -
0 L] L] 1 0 T T 1

30 60 90 30 60 90
Edat (dies) Edat (dies)

Figura 37. Prova del rotarod al ratoli model de la NPC2. La coordinaci6é es va mesurar en animals WT i
Npc2’- d’'ambdos sexes a les edats de 30, 60 i 90 dies mitjangant la prova del rotarod. Els valors es mostren
com a la mitjana + SEM de 6-9 animals per grup. * p<0.05 vs. WT.

Per altra banda, es va realitzar la prova del mesh test, que consisteix en una
reixa metal-lica damunt de la qual es col-loquen els ratolins. Posteriorment, s’inverteix
la reixa i els ratolins queden suspesos cap per avall mentre exploren la reixa. Els ratolins
amb menys coordinacié no col-loquen correctament les potes i acostumen a presentar

una laténcia a caure disminuida. A més a meés, aquesta prova també mesura la capacitat
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del ratoli d’aguantar el seu propi pes i, per tant, també és una mesura indirecta de la
forca. El mesh test es va realitzar als 60 dies d’edat. En mascles, els ratolins WT es van
mantenir practicament els 60 segons aferrats a la xarxa. En canvi, els ratolins Npc2”
mascles van mostrar signes de descoordinacio i van caure als 35.23 + 5.77 s (Figura
38). Agquest comportament no es va observar en femelles, ja que només van presentar

una lleugera tendéncia a la reducci6 de la laténcia a caure (Figura 38).
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Figura 38. Analisi de la coordinaci6 al model muri de la Npc2”. La coordinacié es va mesurar als ratolins
WT i Npc2”- d’'ambdods sexes als 60 dies d’edat mitjangant la prova del mesh test. Els valors es mostren
com a la mitjana + SEM de 6-9 animals per grup. *** p<0.001 vs. WT.

En conjunt, aquests resultats indicaven que els ratolins Npc2” desenvolupaven
les principals caracteristiques patologiques del fenotip infantil preco¢ de la patologia
humana, a partir dels 15 dies d’edat i empitjorava progressivament amb I'edat i de
manera similar a ambdoés sexes. Aixi doncs, el ratoli model de la NPC2 és un bon model
per a I'estudi de la fisiopatologia de la malaltia, aixi com també pel desenvolupament de

noves estrategies terapéutiques pel tractament de la NPC2.
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1. CONSTRUCCIO DEL VECTOR VIRAL ADENOASSOCIAT DE SEROTIP 9
CODIFICANT PER LA PROTEINA NPC2

Com que el ratoli model de la NPC2 generat a la primera part d’'aquesta tesi
recapitulava les principals alteracions patologiques observades a la malaltia humana, es
va decidir desenvolupar una aproximacio de terapia genica en aquest model muri per al
tractament de la malaltia de NPC2. El protocol va consistir en 'administracié del vector
AAV de serotip 9 amb una copia de la sequéncia codificant optimitzada del gen Npc2
muri sota el control del promotor d’expressié ubiqua CAG (promotor hibrid format pel
potenciador de la transcripcio del citomegalovirus, el promotor de la $-actina i el primer
intré del gen de la B-globina humana). L'AAV9 és un serotip amb una amplia distribucio
al SNC i també és molt eficient transduint el fetge després de 'administracié directament
al liquid cefalorraquidi (LCR) a través de la cisterna magna (Haurigot, 2013; Ribera,
2015; Motas, 2016; Roca, 2017), dos dels teixits més afectats a la malaltia de NPC2. La
cisterna magna és un engrandiment de I'espai subaracnoidal entre el cerebel i la
medul-la oblonga pel qual flueix el LCR procedent del quart ventricle. L’administracio del
vector AAV9 a la cisterna magna és capag de difondre a tot I'encéfal a través del LCR i
condueix a una amplia i eficient transduccio de tot el SNC. A més a més, part del vector
drena juntament amb el LCR cap a la sang i permet que també pugui transduir el fetge.
El fetge produeix i secreta les proteines lisosomiques a la sang, que poden corregir
altres organs periférics no transduits gracies al mecanisme de la correccié creuada
(Haurigot, 2013; Ribera, 2015; Motas, 2016; Roca, 2017). Aquest fenomen es basa en
el fet que les proteines lisosomiques tenen residus manosa 6-fosfat que en permeten
I'entrada a una ceél-lula no transduida gracies als receptors manosa 6-fosfat que estan

ubicats a la membrana plasmatica de qualsevol cél-lula de I'organisme.

Pel disseny i la construccié del plasmidi de produccié del vector terapéutic, es va
utilitzar la seqiiéncia codificant del gen Npc2 muri (CCDS ID: 26050.1), la qual va ser
optimitzada amb la finalitat d’augmentar-ne I'expressié (Disbrow, 2003). Aquesta
sequéncia omNpc2 (o, indica optimitzada; m, indica Mus musculus) es va clonar al
plasmidi pAAV-CAG que conté el promotor quimeéric d’expressio ubiqua CAG i el senyal
de poliadenilacié (PoliA) de la B-globina de conill, flanquejat per les repeticions terminals
invertides (ITR, Inverted Terminal Repeats) de 'AAV2 (Figura 39). El plasmidi generat,
el pAAV-CAG-omNpc2, es va utilitzar per a la produccio del vector viral AAV9-Npc2

mitjancant el metode de la triple transfeccié en cél-lules HEK293.
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CAG - omNpc2 - PoliA - 3
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Figura 39. Representacié esquematica del vector viral AAV9-Npc2. El constructe consisteix en la
sequéncia codificant optimitzada del gen Npc2 de ratoli (omNpc2) sota el control transcripcional del
promotor ubicu CAG (promotor hibrid format pel potenciador de la transcripcié del citomegalovirus, el
promotor de la B-actina i el primer intré del gen de la $-globina humana) i la cua de poliadenilacio6 de la 3-
globina (PoliA) de conill, flanquejat per les ITRs de 'AAV2.

2. DISSENY EXPERIMENTAL

La malaltia de NPC2 és una patologia principalment del SNC amb una afectacio
variable dels organs periférics que, sobretot, afecta al fetge, la melsa i el pulmé (Vanier,
2010). Per tant, és necessari desenvolupar un tractament per aquesta malaltia que
permeti corregir tots el drgans amb alteracions, pero sobretot el SNC. El nostre laboratori
ha desenvolupat diverses aproximacions de terapia génica basades en I'administracié
del vector viral AAV9 al LCR a través de la cisterna magna (Haurigot, 2013; Ribera,
2015; Motas, 2016; Roca, 2017).

El model muri de la NPC2 desenvolupat en aquesta tesi presenta una patologia
de progressié molt rapida i severa al SNC i als drgans periférics, que esta molt ben
establerta als 15 dies d’edat i condueix a una esperanga de vida de 78 dies (2.6 mesos)
de mediana. Per tal de dissenyar la millor aproximacié de terapia génica per a tractar
aquesta malaltia, es va decidir estudiar I'efecte de diferents dosis, vies d’administracio i
edats de tractament (Figura 40). Amb aquesta finalitat, els ratolins Npc2” van ser
tractats als 18 o als 30 dies d’edat. Als 18 dies la majoria de les alteracions patologiques
de la malaltia ja estaven establertes, mentre que als 30 dies d’edat tota la patologia
caracteristica de la NPC2 estava més exacerbada. Aleshores, I'efecte del tractament
podria ser variable en funcié de I'edat d’injeccié dels ratolins. Les vies d’administracié
utilitzades a les nostres aproximacions terapéutiques per la NPC2 van ser 'administracio
intracisterna (IC) i en alguns cassos també la co-administracié per via intravenosa (1V).
L’administracio IC va consistir en la injeccio a la cisterna magna de 5x10%° genomes
virals (vg, vector genomes) per animal o de 1x10'! vg/animal. A causa de la severa
afectacié observada en alguns organs periféerics al model muri de la NPC2, com el fetge,
el pulmé i la melsa, en comparacié amb altres malalties estudiades anteriorment, es va
realitzar una co-administracié intravenosa de 5x10!° vg/animal en alguns grups

experimentals, per tal d’estudiar si s’aconseguia millorar les alteracions perifériques.
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L’estudi d’eficacia terapéutica es va realitzar als 60 dies d’edat en ratolins mascles, és
a dir, 42 o 30 dies post-tractament per als animals injectats a 18 o 30 dies d’edat,
respectivament. A aquests animals tractats es va analitzar el grau de correcci6 de la
patologia mitjancant la determinacié de diversos parametres bioquimics i els estudis
immunohistoquimics, ultraestructurals i del comportament (actimetre i mesh test). A més
a més, també es va analitzar I'efecte del vector terapéutic a llarg termini avaluant
I'evolucié del pes corporal, realitzant I'estudi del comportament (rotarod) i analitzant la

supervivéncia (Figura 40).

AAV9-Npc2 Dosis: Grups experimentals:

Intracisterna: WT No tractat

« 5x101%g No tractat

. 11

1x10%vg 5x10%%g

5x10%%g + 5x10%g (IV

Intravenosa (IV): Npc2’ 1§1011xg x10%vg (V) | 30d

« 5x10%vg
1x1011vg | 184
1x1011vg + 5x10%%g (IV)

Analisi del comportament, del pes corporal i de la supervivéncia
Edat: 18 30 60

AAV9-Npc2 (. Expressio del mRNA i proteina NP02\

e Acumulacié de colesterol
» Estudis histopatologics
* Homeostasi lisosomica
* Autofagia
» Estudis de mielinitzacio
\" Analisi del comportament )

Figura 40. Disseny experimental. El vector viral AAV9-Npc2 es va administrar per via intracisterna (IC) o
bé per via IC i intravenosa (IV) a la vena caudal als ratolins Npc2” mascles a diferents dosis i edats. Als 60
dies d’edat, és a dir, 42 dies post-injeccio pels animals tractats a 18 dies d’edat i 30 dies post-injeccio pels
tractats a 30 dies d’edat, es va eutanasiar una part dels animals de cada grup experimental per a obtenir-
ne mostres i avaluar I'efecte del tractament en diversos parametres de la patologia. A la resta d’animals de
cada grup experimental, es va fer una analisi del comportament a llarg termini (rotarod), un seguiment del
pes corporal i se’n va analitzar la supervivéncia.
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3. AVALUACIO GENERAL DE L’EFECTE DEL TRACTAMENT AMB L’AAV9-
Npc2

3.1. Expressio del mMRNA omNpc2 i de la proteina NPC2

Per tal de verificar que el tractament dels ratolins Npc2” amb el vector viral
AAV9-Npc2 conduia a un increment de I'expressid de la Npc2, es va quantificar els
nivells de mMRNA per gPCR a les mostres de I'encéfal i el fetge dels ratolins mascles als
60 dies d’edat. Com que es tracta d’'una seqiéncia optimitzada (amb canvis a la
sequéncia de nucledtids), no es va poder comparar els nivells d’expressio de 'omNpc2
per qPCR respecte 'expressid endogena. A I'encéfal dels ratolins Npc2” tractats a la
dosi alta intracisterna, és a dir, 1x10%'vg (30d), 1x10*'vg (18d) i 1x10*vg + 5x10%g (1V)
(18d), es va detectar uns nivells d’expressio de 'omNpc2 d’aproximadament el doble
que els animals tractats a la dosi baixa intracisterna, és a dir, 5x10%g (30d) i 5x10%g
+ 5x10%vg (IV) (30d), indicant que hi havia un efecte dosi-resposta. No es va observar
cap efecte de I'edat d’injeccid, 18 o 30 dies d’edat, ni de 'administracié IV als nivells
d’expressié de 'omNpc2 a I'encéfal. Tal com s’esperava, els animals WT i Npc2” no

tractats no expressaven el gen omNpc2 (Figura 41).

En canvi, 'expressié de 'omNpc?2 al fetge es va veure influenciada tant per 'edat
de tractament com per la dosi i les vies d’administracio utilitzades (Figura 41). Aixi doncs,
els ratolins tractats a 30 dies presentaven uns nivells d’expressio de 'omNpc2 superiors
als animals tractats a 18 dies, possiblement provocat per la pérdua del transgén a causa
de la divisi6 cel-lular hepatica de les cél-lules transduides. Per altra banda, els ratolins
tractats amb una dosi intravenosa, 1x10'vg + 5x10*g (IV) als 18 dies i 5x10'%g +
5x10%%g (IV) als 30 dies, tenien una expressié superior a la dels animals tractats amb
la mateixa dosi intracisterna sense I'administracio intravenosa, és a dir, 1x10vg (18d)
i 5x10%%g (30d), respectivament. Finalment, els ratolins tractats als 30 dies amb la dosi
alta 1x10''vg presentaven una expressié superior als animals tractats amb la dosi
5x10'%g, pero inferior a la dels tractats amb la dosi baixa més I'administracié
intravenosa, 5x10%°vg + 5x10*%g (1V) (Figura 41).

Per tant, 'administracié intra-LCR del vector AAV9-Npc2 va conduir a una
expressio eficient tant al SNC com al fetge. La co-administracio de part del vector per
via intravenosa va resultar en un increment modest de I'expressio al fetge, sense efectes

rellevants al SNC.
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Figura 41. Nivells d’expressié de I'omNpc2 a I’encéfal i el fetge dels ratolins Npc2’ tractats.
Quantificacié dels nivells de mRNA d’'omNpc2 per qPCR als extractes de I'encéfal i el fetge dels ratolins
mascles WT, Npc2” no tractats i Npc2’ tractats amb el vector AAV9-Npc2 per via intracisterna amb les
dosis: 5x10%%g, 5x10%%g + 5x10%g (1V) i 1x10*'vg a 30 dies d’edat; 1x10'vg i 1x10%vg + 5x10%g (1V)
a 18 dies d’edat i analitzats als 60 dies d’edat. Els valors es mostren com a la mitjana £ SEM de 2 animals
(WT i Npc27 no tractats) o 4-5 animals (Npc2” tractats) per grup. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 vs. els
altres grups experimentals.

Els nivells de proteina NPC2 es van mesurar als extractes proteics mitjancant la
tecnica del Western blot, de tal manera que es podia detectar tant la NPC2 produida per
I'al-lel endogen com pel vector AAV9-Npc2, ja que I'optimitzacio de la seqliéncia génica
no afecta a la seqliéncia proteica. Als 60 dies d’edat, no es va detectar la proteina NPC2
ni a 'encéfal ni al fetge dels ratolins Npc2™ no tractats. En canvi, el tractament amb el
vector AAV9-Npc2 va donar lloc a la sintesi de NPC2 a ambdos organs (Figura 42). Al
SNC, els ratolins Npc2™ tractats a 18 dies d’edat amb les dosis 1x10*vg i 1x10'vg +
5x10%%g (IV) presentaven els nivells d’expressio de la NPC2 més elevats, en
comparacio a la resta de grups de tractament injectats a 30 dies d’edat, és a dir,
5x10%vg, 5x10%%g + 5x10%vg (IV) i 1x10vg (Figura 42).

Al fetge, 'administracié del vector AAV9-Npc2 a qualsevol de les dosis i vies
d’administracié utilitzades va conduir a uns nivells d’expressié suprafisiologics, que no
van permetre quantificar I'expressio de la NPC2 respecte els valors dels animals WT
(Figura 42). En aquest teixit, es va observar un patr6é d’expressio similar entre la proteina
i el mRNA (Figura 42 i 41). Els ratolins tractats a 18 dies presentaven uns nivells
d’expressio de la NPC2 menors que els tractats a 30 dies (Figura 42), possiblement a
causa de la divisio cel-lular hepatica pel creixement del fetge dels animals injectats més
joves. Tal com s’esperava, els ratolins que van rebre la dosi IV a 30 dies d’edat, és a dir,
5x10%%g + 5x10%%g (IV), van mostrar els nivells més elevats d’expressié de la NPC2

(Figura 42). Per tant, tot i que I'administracio per via intravenosa del vector viral AAV9-
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Npc2 permetia incrementar la dosi efectiva que arriba al fetge, tots els tractaments van
conduir a una produccio de la NPC2 suprafisiologica en aquest organ.

Encefal Fetge WT [ No tractat
M No tractat
600 - Fokk 15 4 O 5x10%%¢g
- HE 5x10%%g + 5x10%%vg (1V)
= ] — -
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Figura 42. Analisi de la proteina NPC2 a I’encéfal i el fetge mitjangant el tractament amb AAV9-Npc2.
Analisi de I'expressio de la proteina NPC2 als extractes proteics de I'encéfal i el fetge mitjangant la técnica
de Western blot en ratolins mascles WT, Npc2”- no tractats i Npc2” tractats amb el vector AAV9-Npc2 per
via intracisterna amb les dosis: 5x10%g, 5x10%%g + 5x10%%g (IV) i 1x10*'vg a 30 dies d’edat; 1x10%lvg i
1x10%vg + 5x10%g (V) a 18 dies d’edat i analitzats als 60 dies d’edat. Quantificacié de 3 membranes de
Western blot independents. Els valors es mostren com a la mitjana + SEM de 4-5 animals per grup. ***
p<0.001 vs. la resta de grups experimentals.

3.2.  Pes corporal

Com que es va observar que els ratolins Npc2™ tenien un creixement menor amb
una perdua progressiva del pes corporal comparat amb el dels animals WT, es va
analitzar si el tractament amb el vector AAV9-Npc2 era capa¢ de millorar aquest
parametre. Tots els tractaments van aconseguir estabilitzar o bé incrementar el pes
corporal dels ratolins Npc2™ tractats (Figura 43). Als 7.7 mesos d’edat (230 dies, els
ratolins Npc2™ tractats a 30 dies d’edat amb 5x10%°vg van assolir un 62.8% del pes dels
WT, els tractats amb 5x10%g + 5x10'%g (IV) el 75.6% i els tractats amb 1x10%vg el
76.3%; mentre que els Npc2” tractats a 18 dies d’edat amb 1x10vg van assolir el
86.3% i els 1x10vg + 5x10%qg (IV) el 84.5% (Figura 43). Aixi doncs, es va observar
que l'edat d’injecci6 va tenir un efecte terapéutic important al pes corporal, ja que els
ratolins tractats a 18 dies d’edat van presentar un pes més proper al dels animals WT i
superior als animals tractats a 30 dies d’edat. Per altra banda, mentre tots els
tractaments amb una dosi total minima de 1x10' vg del vector viral AAV9-Npc2 van
incrementar el pes corporal per sobre del pic observat a les 7 setmanes d’edat dels

ratolins Npc2” no tractats (18.09 g), als ratolins tractats amb la dosi total baixa 5x10%vg
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a 30 dies d’edat només van assolir una estabilitzacié del pes. Independentment de si la
dosi total va ser administrada per via intracisterna o bé una part per via intracisterna i
una altra intravenosa, l'efecte del tractament al pes corporal no va canviar
substancialment. Aquest resultat suggeria que la co-administracié del vector viral per via

intravenosa no era imprescindible per assolir una millora del pes corporal.
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Figura 43. Analisi del pes corporal després del tractament amb el vector AAV9-Npc2. Estudi del pes
corporal als ratolins mascles WT, Npc2” no tractats i Npc2” tractats amb el vector AAV9-Npc2 per via
intracisterna amb les dosis: 5x10%%g, 5x10%g + 5x10'%g (IV) i 1x10*'vg a 30 dies d’edat; 1x10'vg i
1x10vg + 5x10%%g (IV) a 18 dies d’edat i analitzats als 60 dies d’edat. Les dades es mostren com a la
mitjana + SEM de 12-26 animals per grup.

3.3.  Supervivéencia

Un dels parametres més afectats per la deleci6 del gen Npc2 va ser la

supervivéncia. Mentre que els ratolins Npc2” no tractats tenien una mediana de
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'esperanca de vida de 78 dies d’edat (2.62 mesos), tots els tractaments van aconseguir
allargar-la significativament. De forma similar a les dades obtingudes del pes corporal,
'edat de tractament va ser la variable que va presentar un efecte més important a la
supervivéncia. Els ratolins tractats a 18 dies mantenien una supervivéncia molt similar a
la dels animals WT amb una supervivéncia del 96% als 315 dies d’edat amb el
tractament de 1x10*!vg i del 82% als 275 dies d’edat pel grup administrat amb 1x10*'vg
+ 5x10%vg (IV) (observacio en curs). En canvi, els ratolins tractats a 30 dies d’edat van
aconseguir allargar-la entre 2 i 3 vegades (Figura 44). Concretament, els ratolins tractats
als 30 dies d’edat amb 5x10%°vg van tenir una mediana de supervivéncia de 147 dies
(187% vs. els Npc2” no tractats, p<0.001); el grup tractat amb 5x10%°vg + 5x10'°vg (IV)
de 176 dies (224% vs. els Npc2” no tractats, p<0.001); i el grup 1x10'vg la van
incrementar fins als 230 dies (293% vs. els Npc2™” no tractats, p<0.001) (Figura 44),
evidenciant un clar efecte dosi-resposta al parametre de la supervivéncia i indicant que
'administracié de la totalitat de la dosi per via intracisterna és més efectiva que a través
de la via intracisterna i intravenosa. L'increment del temps de supervivéncia als ratolins
Npc2” tractats va demostrar I'eficacia terapéutica de I'aproximacid de terapia génica
basada en I'administracié del vector viral AAV9-Npc2, recolzant la seva futura translacio

cap a un estudi clinic en humans afectats per la NPC2.
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Figura 44. Analisi de la supervivencia als ratolins Npc2” tractats amb el vector AAV9-Npc2. Estudi
de la supervivéncia mitjangant I'analisi de Kaplan—Meier dels ratolins mascles WT, Npc2” no tractats i
Npc2 tractats amb el vector AAV9-Npc2 per via intracisterna amb les dosis: 5x10%%vg, 5x10%vg + 5x10%%g
(IV) i 1x10'*vg a 30 dies d’edat; 1x10%vg i 1x10*'vg + 5x10%g (IV) a 18 dies d’edat i analitzats als 60 dies
d’edat. L’administracié del vector AAV s’indica amb una ratlla verda per als animals tractats 18 dies d’edat i
en blau per als administrats a 30 dies. Les ratlles negres de les corbes de supervivencia indiquen animals
que soén vius i 'observacio segueix en curs. Les dades es mostren com a la mitjana = SEM de 15-25 animals

per grup.
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4. EFICACIA DEL TRACTAMENT AMB L’AAV9-Npc2 A LA PATOLOGIA
DEL SNC

El SNC és dels teixits més afectats a la malaltia de NPC2 (Geberhiwot, 2018).
Tal com es va observar a la primera part d’aquesta tesi, el model muri generat per la
NPC2 recapitulava les principals alteracions patologiques del SNC observades a la
malaltia humana, com ara I'acumulacié de colesterol, la distensio lisosomica, la mort de
les cél-lules de Purkinje, la neuroinflamacié i la hipomielinitzacié. Per tant, es va analitzar
I'efecte del tractament amb el vector AAV9-Npc2 a ratolins Npc2” mitjancant diverses
técniques immunohistoquimiques i bioquimiques, aixi com també ['analisi de

determinades proteines i els estudis d’expressio génica.

4.1. Reduccioé de I'acumulacid de colesterol no esterificat

L’efecte de 'administracié del vector AAV9-Npc2 a 'acumulacié de colesterol no
esterificat a I'encéfal dels ratolins Npc2” es va caracteritzar mitjancant la tincio de
filipina. A I'edat de 60 dies, es van analitzar les regions del cortex parietal i del cerebel
de ratolins mascles WT, Npc2™ no tractats i Npc2” tractats amb el vector AAV9-Npc2.
Els ratolins Npc2” no tractats tenien una acumulacié de colesterol molt marcada a
'encéfal, totalment absent als ratolins WT (Figura 45). L’administracio del tractament als
18 dies d’edat amb les dosis 1x10%vg i 1x10*vg + 5x10*%g (IV) va conduir a una
reversié de I'acumulacioé de colesterol, tant en el nombre cél-lules positives com en la
intensitat del marcatge, amb un aspecte molt similar al dels animals WT. En canvi, els
ratolins que van ser tractats als 30 dies d’edat, és a dir, els que van rebre les dosis
5x10%%g, 5x10%°vg + 5x10'%g (IV) i 1x10*vg, van presentar una reduccié evident pero
menys drastica. L’eficacia terapéutica als ratolins que van rebre la dosi 1x10''vg va ser
superior a la dosi 5x10'°%g i no es va observar cap efecte addicional a causa de

I'administracio intravenosa (Figura 45).

Comparativament, la reversio de 'acumulacio de colesterol va ser major al cortex
parietal (Figura 45A) que al cerebel (Figura 45B). Amb el tractament amb AAV9-Npc2,
el marcatge al cerebel estava molt limitat a la capa de les cél-lules de Purkinje i a la
molecular, on hi ha les dendrites de les cél-lules de Purkinje, mentre que estava
majoritariament absent a la capa granular (Figura 45B). Aquests resultats eren
esperables a causa de la major afectacié de les cel-lules de Purkinje al model muri de
la NPC2 i evidenciaven la importancia de I'administracié del tractament a edats

primerenques per tal d’assolir una major eficacia terapéutica.
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Figura 45. Reducci6 de 'acumulacio de colesterol no esterificat a I’encéfal mitjangant el tractament
amb PAAV9-Npc2. (A,B) Estudi de 'acumulacié de colesterol no esterificat mitjangant la tincié de filipina
als talls histologics de I'encéfal dels ratolins mascles WT, Npc2 no tractats i Npc2”- tractats amb el vector
AAV9-Npc?2 per via intracisterna amb les dosis: 5x10'%g, 5x10%%g + 5x10'%g (IV) i 1x10''vg a 30 dies
d’'edat; 1x10*vg i 1x10%vg + 5x10'%g (IV) a 18 dies d’edat i analitzats als 60 dies d’edat. Imatges
representatives del cortex parietal (A) i del cerebel (B) de 2-5 animals per grup. Barra d’escala: 25 ym.

101



Resultats

4.2, Homeostasi lisosomica

El compartiment lisosomic participa en diverses funcions cel-lulars, com ara la
degradacié de macromolécules amb els enzims que conté, o el reciclatge d’organuls
mitjancant el procés d’autofagia. L’alteracié d’aquest conjunt de funcions provoquen la

pérdua de ’homeostasi lisosdmica.

4.2.1. Distensio lisosomica

Com que un dels efectes de 'acumulacié de colesterol no esterificat produida
per la deficiencia de la proteina NPC2 al model muri era la distensié lisosomica, es va
analitzar si 'administracié del vector AAV9-Npc?2 als ratolins Npc2” permetia la correccio
d’aquest parametre. Aixi doncs, es va dur a terme una immunohistoquimica contra el
marcador lisosomic LIMP2 als talls histologics de I'encéfal dels ratolins mascles WT,
Npc2™” no tractats i Npc2™ tractats amb diferents dosis i vies d’administracié del vector
AAV9-Npc2 i es van analitzar a 60 dies d’edat. Tal com s’esperava, els animals Npc2”
no tractats van tenir un marcat augment del senyal positiu de LIMP2 respecte als animals
WT, evidenciant la preséncia de la distensio lisosdomica préviament observada al model
muri de la NPC2 (Figura 46). En general, es va observar una major eficacia terapéutica
als ratolins Npc2” que van rebre la dosi alta intracisterna, és a dir, els que van ser
tractats a 30 dies d’edat amb 1x10'vg i els que van ser injectats a 18 dies amb 1x10*!vg
i 1x10'*vg + 5x10%qg (IV) (Figura 46). Aquests animals van mostrar la major reduccié
del senyal positiu de LIMP2 al cortex, I'hipocamp i el cerebel. En canvi, els ratolins
administrats amb el vector als 30 dies d’edat amb la dosi baixa intracisterna, és a dir, els
que van rebre 5x10*%g o 5x10'°vg + 5x10'%g (IV), només van presentar una correccié
parcial. No es va observar un efecte associat a I'edat de tractament, ja que tant els
ratolins Npc2™ tractats amb la dosi 1x10**vg als 30 dies com els tractats a 18 dies d’edat
van mostrar una reducci6 de la distensié lisosomica molt similar (Figura 46).
L’administracid intravenosa d’'una part del vector tampoc va contribuir a augmentar
I'eficacia terapéutica. En conjunt, aquests resultats indicaven que la distensio lisosomica

era una alteracio patologica que presentava un clar efecte dosi-resposta.
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Figura 46. Reduccié de la distensi6 lisosdmica a I'’encéfal mitjancant el tractament amb el vector
AAV9-Npc2. Analisi de la distensid lisosomica mitjangant la immunohistoquimica contra LIMP2, un
marcador dels lisosomes, als talls histologics de I'encéfal dels ratolins mascles WT, Npc2”’- no tractats i
Npc2- tractats amb el vector AAV9-Npc2 per via intracisterna amb les dosis: 5x10%%g, 5x10%vg + 5x10%%g
(IV) i 1x10**vg a 30 dies d’edat; 1x10*vg i 1x10*'vg + 5x10%vg (IV) a 18 dies d’edat i analitzats als 60 dies
d’edat. (A) Imatges representatives de la immunohistoquimica al cortex parietal. Barra d’escala: 25 pym. (B)
Quantificacio de I'area positiva de LIMP2. Els valors es mostren com a la mitjana + SEM de 4-5 animals per
grup. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 vs. Npc2” no tractats.
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4.2.2. Desregulacié enzimatica

L’alteracio de 'homeodstasi lisosdmica es va estudiar mitjangant la determinacio
de lactivitat dels enzims lisosdomics B-HEXO i HGSNAT als extractes proteics de
I'encéfal dels ratolins mascles WT, Npc2” no tractats i Npc2™ tractats a les segiients
dosis del vector AAV9-Npc2: 5x10'%g, 5x10%vg + 5x10%vg (V) i 1x10vg injectats a
30 dies d’edat; 1x10*'vg i 1x10'vg + 5x10%%g (IV) injectats a 18 dies d’edat i analitzats
als 60 dies d’edat (Figura 47). Mentre que els ratolins Npc2” no tractats van presentar
un increment de l'activitat B-HEXO de més del 200% respecte als animals WT, el
tractament amb el vector AAV9-Npc2 va resultar en una correccié completa a tots els
grups de tractament, independentment de la dosi administrada, la via d’administracio
utilitzada i 'edat d’injeccio (Figura 47). En el cas de I'activitat HGSNAT, I'augment del
300% de I'activitat HGSNAT als ratolins Npc2” no tractats estava normalitzat als animals
tractats a 18 dies d’edat, amb uns valors d’activitat indistingibles dels ratolins WT (Figura
47). En canvi, els ratolins tractats a 30 dies només presentaven una reduccio del 60%
de l'activitat HGSNAT (Figura 47).

La correccié de la desregulacié enzimatica al model muri de la NPC2 era més
evident quan els animals eren tractats a edats més primerenques (18 dies d’edat), pero

no es va observar un efecte de la via d’administracié o la dosi utilitzada en I'eficacia

terapeutica.
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Figura 47. Recuperaciéo de I'homeostasi del lisosoma mitjangant el tractament amb I’AAV9-Npc2.
Determinacié de l'activitat enzimatica B-HEXO i HGSNAT als extractes proteics de I'encéfal dels ratolins
mascles WT, Npc2” no tractats i Npc2 tractats amb el vector AAV9-Npc2 per via intracisterna amb les
dosis: 5x10%%g, 5x10%%g + 5x10%g (1V) i 1x10*'vg a 30 dies d’edat; 1x10'vg i 1x10%vg + 5x10%g (IV)
a 18 dies d’edat i analitzats als 60 dies d’edat. Els valors es mostren com a la mitjana £ SEM de 5 animals
per grup. *** p<0.001 vs. Npc2”’- no tractats.
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4.2.3. Defectes de I'autofagia

Per tal de comprovar que l'expressio de la proteina NPC2 produida per
'administracié del vector AAV9-Npc2 conduia a la normalitzaci6 de la patologia
lisosdmica, es va analitzar el flux autofagic a I'encéfal dels ratolins mascles WT, Npc2™”
no tractats i Npc2” tractats amb el vector AAV9-Npc2 a les segiients dosis i vies
d’administracio: 5x10%°vg, 5x10%°vg + 5x10%vg (IV) i 1x10*!vg injectats a 30 dies d’edat;
1x10%vg i 1x10Mvg + 5x10%g (IV) injectats a 18 dies d’edat, i analitzats als 60 dies
d’edat (Figura 48). Per a mesurar el flux autofagic, es va analitzar el marcador LC3B per
Western blot i es va quantificar la ratio LC3B-1I/LC3B-I. L’increment de la ratio LC3B-
[I/LC3B-I observat als ratolins Npc2” no tractats, indicatiu d’'una alteracid del flux
autofagic, es va reduir de forma significativa a tots els grups de tractament fins a nivells
propers als dels animals WT, independentment de I'edat d’injeccid, la dosi administrada

i la via d’administracié utilitzada (Figura 48).
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Figura 48. Millora del flux autofagic mitjancant el tractament amb I’AAV9-Npc2. Analisi del flux
autofagic mitjancant la deteccié del marcador LC3B per Western blot a I'encéfal dels ratolins mascles WT,
Npc2 no tractats i Npc2”- tractats amb el vector AAV9-Npc2 per via intracisterna amb les dosis: 5x10%g,
5x10%vg + 5x10%vg (1V) i 1x10'vg a 30 dies d’edat; 1x10**vg i 1x10*vg + 5x10%vg (IV) a 18 dies d’edat i
analitzats als 60 dies d’edat. (A) Imatge representativa d'una membrana de Western blot contra LC3B i
aTubulina (control de carrega). (B) Quantificacio de la ratio LC3B-II/LC3B-I de 3 membranes independents
de Western blot. Els valors es mostren com a la mitjana + SEM de 5 animals per grup. * p<0.05, ** p<0.01,
*** n<0.001 vs. Npc2 no tractats.
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4.3. Desmielinitzaci6

Com que el model NPC2 va presentar defectes de la maduracié dels
oligodendrocits i del procés de mielinitzacié als 60 dies d'edat, es va analitzar si
'administraciéo del vector AAV9-Npc2 era capa¢ de corregir-ho. Aixi doncs, es va
analitzar I'expressié dels gens Mag i Plpl, que codifiquen per proteines estructurals de
la mielina, i Ugt8, un enzims que participa en la sintesi dels sulfatids (uns glicolipids
estructurals de la mielina), als ratolins mascles WT, Npc2” no tractats i Npc2™ tractats
amb el vector AAV9-Npc2 a les seglients dosis: 5x10°vg, 5x10%vg + 5x10%g (IV) i
1x10'vg injectats a 30 dies d’edat; 1x10*'vg i 1x10'vg + 5x10%vg (IV) injectats a 18
dies d’edat.

El tractament amb ’AAV9-Npc2 va donar lloc a un increment de I'expressio
d’'aquests marcadors involucrats en la mielinitzacié a tots els grups de tractament (Figura
49). En general, els ratolins tractats amb la dosi alta intracisterna, és a dir, 1x10*'vg als
30 dies d’edat i 1x10*'vg i 1x10'*vg + 5x10'%qg (IV) als 18 dies, van assolir els nivells
d’expressio més elevats, propers al 60-75% dels valors dels animals WT (Figura 49). En
canvi, als ratolins tractats amb la dosi baixa intracisterna als 30 dies d’edat, és a dir,
5-10% vg i 5x10'%g + 5x10%°g (IV), es va observar una recuperacié inferior de
I'expressio d’aquests gens. Concretament, els animals tractats 5x10%°vg van presentar
una tendéncia a l'increment de I'expressio dels gens Plpl, Mag i Ugt8, mentre que els
animals tractats 5x10%°vg + 5x10'°vg (IV) van recuperar I'expressié d’aquests gens fins

al 50% dels valors dels animals WT (Figura 49).

Aixi doncs, aquests resultats indicaven que la dosi intracisterna era el factor que
afectava més en [leficacia terapéutica d’aquest parametre, mentre que I'edat
d’administracié del tractament o la co-administracié per via intravenosa no van aportar

cap benefici evident.
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Figura 49. Increment de la mielinitzacié mitjangant el tractament amb ’AAV9-Npc2. Quantificacié per
gPCR dels nivells d’expressio dels gens Mag, Plpl i Ugt8 a les mostres d’encéfal dels ratolins mascles WT,
Npc2 no tractats i Npc2”- tractats amb el vector AAV9-Npc2 per via intracisterna amb les dosis: 5x10%g,
5x10%%g + 5x10%%qg (1V) i 1x10'vg a 30 dies d’edat; 1x10vg i 1x10'vg + 5x10'%g (IV) a 18 dies d’edat i
analitzats als 60 dies d’edat. Els valors es mostren com a la mitjana + SEM de 5 animals per grup. * p<0.05,
** p<0.01, *** p<0.001 vs. Npc2” no tractats.

4.4. Patologia del cerebel

Un dels efectes més rellevants de la delecié del gen Npc2 i de 'acumulacié de
colesterol al compartiment lisosomic al model muri de la NPC2 va ser la mort progressiva
de les cél-lules de Purkinje. Per tal de determinar si 'administracié del vector AAV9-
Npc2 als ratolins Npc2” donava lloc a I'estabilitzacié de la densitat de les cél-lules de
Purkinje, es va realitzar una immunohistoquimica contra Calbindina D28k, un marcador
de cél-lules de Purkinje, als 60 dies d’edat al cerebel dels ratolins mascles WT, Npc2™
no tractats i Npc2™ tractats amb el vector AAV9-Npc2. La quantificacié del nombre de
cél-lules amb tincié positiva per a Calbindina D28k va evidenciar que els animals
Npc2” no tractats presentaven una marcada reduccid del nombre de cél-lules de
Purkinje, corresponent al 2.5% dels valors del WT al I0bul anterior i al 26.7%, al I0bul
posterior del cerebel (Figura 50 i Figura 51). En canvi, tant el I0bul anterior com el
posterior dels animals administrats a 'edat de 30 dies van preservar una millora parcial
de la densitat de les cél-lules de Purkinje, tot i que no era estadisticament significativa
respecte als animals Npc2” no tractats. Al Idbul anterior i posterior, respectivament, els

ratolins tractats a 30 dies d’edat a la dosi 5x10%%g van assolir una densitat del 35.7% i
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del 49.8% dels valors dels animals WT; als tractats amb 1x10*vg + 5x10%g (V) es van
observar uns valors del 10.8% i del 47%; i als 1x10*!vg, els valors de densitat obtinguts
van ser del 35.8% i 50.6% (Figura 50 i Figura 51). No es va detectar un efecte dosi-
resposta, ja que, en aquest cas, es va observar practicament el mateix efecte terapéutic
entre el grup experimental 5x10%°g i 1x10%vg, tot i augmentar la dosi de vector AAV9-
Npc2.

Comparativament, l'eficacia terapéutica va ser superior als ratolins Npc2™”
tractats als 18 dies d’edat, ja que els administrats amb 1x10*!vg presentaven un 54.3%
de la densitat de les cél-lules de Purkinje al Iobul anterior del cerebel i un 90.1%, al lobul
posterior, mentre que els administrats 1x10vg + 5x10%g (IV) era del 76.5% i 105.4%

al Iobul anterior i posterior, respectivament (Figura 50 i Figura 51).

Per tant, aquests resultats demostraven la importancia de tractar els animals tan
aviat com fos possible a causa de la rapida progressié de la mort de les cél-lules de
Purkinje, especialment al lobul anterior. Aixi doncs, I'edat d’injeccio va ser el factor més

rellevant en aquest parametre.
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Npc2/

18 dies

Figura 50. Manteniment de la densitat de les cél-lules de Purkinje mitjancant el tractament amb
I’AAV9-Npc2. Imatges representatives de la immunohistoquimica contra la Calbindina D28k, un marcador
de les ceél-lules de Purkinje, a les seccions del cerebel dels ratolins mascles WT, Npc2” no tractats i
Npc2 tractats amb el vector AAV9-Npc2 per via intracisterna amb les dosis: 5x10%vg, 5x10%g + 5x10%g
(IV) i 1x10'vg a 30 dies d’edat; 1x10tvg i 1x10vg + 5x10%%g (IV) a 18 dies d’edat i analitzats als 60 dies
d’edat. Imatges representatives de 5 animals per grup. Barra d’escala: 500 ym (25 ym a I'ampliacio).
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Figura 51. Quantificacié de la densitat de les cel-lules de Purkinje mitjancant el tractament amb
I’AAV9-Npc2. Quantificacié de la densitat de cél-lules de Purkinje al Iobul anterior i posterior del cerebel a
la immunohistoquimica contra la Calbindina D28k dels ratolins mascles WT, Npc2” no tractats i Npc2
tractats amb el vector AAV9-Npc2 per via intracisterna amb les dosis: 5x10%°vg, 5x101%g + 5x10%g (IV) i
1x10%vg a 30 dies d’edat; 1x10%vg i 1x10tvg + 5x10%g (V) a 18 dies d’edat i analitzats als 60 dies d’edat.
Els valors es mostren com a la mitjana + SEM de 5 animals per grup. * p<0.05, *** p<0.001 vs. Npc2”’ no
tractats.

Per altra banda, també es va caracteritzar I'eficacia terapéutica del vector AAV9-
Npc2 mitjangant I'analisi ultraestructural de les cél-lules de Purkinje per MET als 60 dies
d’edat. L’estudi es va realitzar als ratolins mascles WT, Npc2” no tractats i Npc2”
tractats a 18 dies d’edat amb les dosis 1x10'vg i 1x10'vg + 5x10'%g (IV), les dues
dosis amb les que es va preservar la densitat de les cél-lules de Purkinje de forma
estadisticament significativa. Els ratolins Npc2™” no tractats van presentar un nombre
molt reduit de cél-lules de Purkinje, amb una morfologia alterada i multiples vesicules
citoplasmatiqgues que contenien material electrodens i estructures multilamel-lars,
compatibles amb un autofagosoma (Amritraj, 2009; Maass, 2015) (Figura 52). En canvi,
42 dies post-injeccio, 'administracié del vector AAV9-Npc2 va conduir a una reduccio
molt marcada del nombre i la mida d’aquestes vesicules (Figura 52). A més a més, les
cel-lules de Purkinje dels animals tractats presentaven una morfologia molt similar a les
dels animals WT, als quals només s’hi va observar alguns lisosomes secundaris

d’aspecte normal (Figura 52).

Aquests resultats concordaven amb la disminucié de 'acumulacié de colesterol
no esterificat (Figura 45) i del marcatge positiu per LIMP2 (Figura 46), i amb la millora
del flux autofagic (Figura 48), fet que confirmava I'eficacia terapéutica del vector AAV9-

Npc2 per corregir la patologia de les cél-lules de Purkinje.
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Figura 52. Reduccié de la vacuolitzacié citoplasmatica a les ceél-lules de Purkinje mitjancant el
tractament amb ’AAV9-Npc2. Analisi per MET a 60 dies d’edat del cerebel dels ratolins mascles WT,
Npc2” no tractats i Npc2” tractats a 18 dies d’edat amb les dosis 1x10vg i 1x10vg + 5x10%%g (IV). Les
fletxes vermelles indiquen vesicules plenes de material electro-dens i estructures multi-lamel-lars. Imatges
representatives de 2 animals per grup. Barra d’escala: 5 ym.

45. Neuroinflamaci6

Per a analitzar I'efecte del tractament amb 'AAV9-Npc2 a la neuroinflamacio
observada al model muri de la NPC2, es va dur a terme una tincié amb la lectina BSIB4,
un marcador de microglia que amb el nostre protocol marca Unicament la microglia
activada, i una immunohistoquimica contra GFAP, un marcador d’activacio d’astrocits,
a les seccions d’encéfal dels ratolins WT, Npc2” no tractats i Npc2” tractats amb el
vector AAVO-Npc2.

Als 60 dies d’edat, els ratolins Npc2” van presentar un increment de l'area

positiva de BSIB4 respecte als animals WT, que confirmava l'activacio de la microglia
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préviament observada al fenotipatge del model muri de la NPC2 (Figura 53). Després
de I'administracid del vector AAV9-Npc2 als ratolins Npc2”, es va aconseguir un grau
de correcci6 variable de la microgliosi. Els ratolins que van rebre la dosi alta
intracisterna, és a dir, 1x10*vg als 30 dies d’edat i 1x10*'vg i 1x10'vg + 5x10%vg (V)
als 18 dies d’edat, van presentar un grau de correccié més gran de la microgliosi a totes
les regions de I'encéfal analitzades i similars a 'observada als animals WT (Figura 53).
No es van observar diferéncies segons I'edat d’injeccié als ratolins administrats amb la
dosi alta intracisterna, fet que suggereix que I'edat d’injeccié no té un efecte important
en aquest parametre (Figura 53). En canvi, els animals que van rebre la dosi baixa
intracisterna als 30 dies d’edat, és a dir, 5x10%°%g i 5x10°%g + 5x10%°vg (IV), només van
aconseguir una reduccié parcial de la microgliosi a la majoria de regions de I'encéfal
analitzades (Figura 53). Fins i tot, en el cas de la dosi 5x10%°vg a 30 dies d’edat, el
tractament amb 'AAV9-Npc2 no va ser suficient per a revertir la microgliosi de forma

significativa al talem o al cerebel (Figura 53).

Pel que fa a I'astrocitosi, el grau de correccio després de I'administracié del vector
AAV9-Npc2 va ser molt variable en funcié de la regié de I'encéfal analitzada (Figura 54).
Al cortex frontal i parietal, es va observar una correccié estadisticament significativa de
I'activacio dels astrocits a tots els grups de tractament, excepte amb la dosi 5x10%°g
administrada als 30 dies d’edat, on només es va observar una tendéncia a la millora de
I'astrocitosi (Figura 54). En canvi, el cortex occipital va evidenciar una correccié gradual
en funcié de I'edat d’injeccid i la dosi total administrada, és a dir, a més dosi i a edats
més primerenques s’observava un major eficacia terapéutica (Figura 54). El talem
presentava una reduccié estadisticament significativa de I'area positiva de GFAP als
ratolins Npc2™" tractats a 18 dies d’edat (1x10%vg i 1x10'vg + 5x10'%qg (IV)) respecte
als animals Npc2™ no tractats; i, al mesencéfal, es va observar una correccio total a tots
els grups de tractament (Figura 54). Al cerebel, el senyal positiu de GFAP va ser més

variable i es va observar una tendencia a presentar menys astrocits activats.

El conjunt d’aquests resultats indicaven que el tractament amb '’'AAV9-Npc2 amb les
diferents dosis generava una millora o una correccioé de la neuroinflamacié de forma
generalitzada a I'encéfal als 60 dies d’edat, especialment a les dosis altes del vector

administrades.
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Figura 53. Reversi6 de la microgliosi mitjangant el tractament amb el vector AAV9-Npc2. Analisi de la
microgliosi mitjancgant la tincié amb la lectina BSIB4 als talls histologics de I'encefal dels ratolins mascles
WT, Npc2' no tractats i Npc2/ tractats amb el vector AAV9-Npc2 per via intracisterna amb les dosis:
5x10%%g, 5x10%%g + 5x10%vg (IV) i 1x10'vg a 30 dies d’edat; 1x10%vg i 1x10'vg + 5x10%vg (IV) a 18
dies d’edat i analitzats als 60 dies d’edat. (A) Imatges representatives de la tincié al cortex parietal. Barra
d’escala: 25 ym. (B) Quantificacié de I'area positiva de BSIB4. Els valors es mostren com a la mitjana +
SEM de 4-5 animals per grup. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 vs. Npc2” no tractats.
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Figura 54. Reduccié de I'astrocitosi mitjancant el tractament amb el vector AAV9-Npc2. Analisi de
I'astrocitosi mitjangant la immunohistoquimica contra el marcador GFAP als talls histologics de I'encefal dels
ratolins mascles WT, Npc2” no tractats i Npc2 tractats amb el vector AAV9-Npc2 per via intracisterna amb
les dosis: 5x10%g, 5x101%g + 5x10%%g (IV) i 1x10*vg a 30 dies d’edat; 1x10*'vg i 1x10'vg + 5x10'%vg
(IV) a 18 dies d’edat i analitzats als 60 dies d’edat. (A) Imatges representatives de la immunohistoquimica
al cortex parietal. Barra d’escala: 25 ym. (B) Quantificacio de I'area positiva de GFAP. Els valors es mostren
com a la mitjana = SEM de 4-5 animals per grup. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 vs. Npc2’ no tractats.
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5. EFECTE DEL TRACTAMENT AMB L’AAV9-Npc2 A LA PATOLOGIA DELS
TEIXITS PERIFERICS

5.1. Acumulaci6 de colesterol

Per tal d’analitzar I'efecte de I'expressié de la proteina NPC2 produida per
I'administracio del vector viral AAV9-Npc2 als ratolins Npc2”, es va analitzar
'acumulaciéo de colesterol no esterificat als organs periférics. Aixi doncs, es va
quantificar el colesterol total als extractes lipidics de les mostres de fetge, melsa, pulmé
i rony6 dels ratolins mascles WT, Npc2” no tractats i Npc2™ tractats amb el vector AAV9-
Npc2 a les seguents dosis: 5x10%vg, 5x10%°vg + 5x10%°vg (IV) i 1x10vg injectats a 30
dies d’edat; 1x10%vg i 1x10*vg + 5x10%vg (IV) injectats a 18 dies d’edat, i es van
analitzar als 60 dies d’edat. Tots els tractaments van aconseguir la normalitzacié de la
concentracio de colesterol no esterificat al fetge, la melsa i el rony6 (Figura 55). En canvi,
el pulmé va ser un teixit més refractari al tractament i només es va observar una
completa correccio als ratolins Npc2” administrats amb la dosi 1x10'vg + 5x10%vg (V)
a 18 dies d’edat. Els ratolins Npc2” que només van rebre 'administracio intracisterna
van presentar una tendéncia similar a la reducci6, excepte els animals administrats als
30 dies d’edat a la dosi 5x10%°vg + 5x10'°g (IV) que no van millorar 'acumulacié de
colesterol no esterificat al pulmé (Figura 55). Per tant, no es va observar un efecte-dosi

resposta o un benefici addicional de 'administracio intravenosa al pulmé.

En conjunt, doncs, aquests resultats indicaven que el tractament amb el vector
AAV9-Npc2 conduia a una millora de I'acumulacié del colesterol als teixits periférics,

independentment de I'edat, la dosi o la via d’administracid.
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Figura 55. Reduccié de I'acumulacioé de colesterol als teixits periférics mitjancant el tractament amb
I’AAV9-Npc2. Quantificacié del colesterol total als extractes lipidics del fetge, la melsa, el pulmé i el ronyd
dels ratolins mascles WT, Npc2” no tractats i Npc2”- tractats amb el vector AAV9-Npc2 per via intracisterna
amb les dosis: 5x10%vg, 5x10%%g + 5x10%vg (IV) i 1x10'vg a 30 dies d’edat; 1x10*'vg i 1x10%vg +
5x10%%g (IV) a 18 dies d’edat i analitzats als 60 dies d’edat. Els valors es mostren com a la mitjana + SEM
de 5-10 animals per grup. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 vs. Npc2” no tractats.

5.2. Distensi6 lisosomica

Com que els ratolins Npc2” presentaven la distensio lisosomica associada a
'acumulacié de colesterol no esterificat, es va analitzar si la correcci6 de 'acumulacio
de colesterol observada als teixits periferics com a consequencia del tractament amb el
vector AAV9-Npc2 era suficient per revertir la distensio lisosomica. Es va dur a terme
una immunohistoquimica contra LIMP2, un marcador de lisosomes, a les seccions del
fetge, la melsa i el pulmd, els principals organs afectats a la malaltia de NPC2. Els
ratolins Npc2” van presentar un augment del senyal positiu de LIMP2. En canvi,

I'administracié del vector AAV9-Npc2 a qualsevol de les dosis, edat i vies d’administracio
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va conduir a una normalitzacio de la distensio lisosomica tant al fetge com a la melsa,

amb un aspecte indistingible al dels ratolins WT (Figura 56).

Al pulm¢, de forma similar a 'acumulacié de colesterol no esterificat, la reduccié
del senyal positiu de LIMP2 va ser parcial a tots els grups de tractament amb el vector
viral AAV9-Npc?2 (Figura 57). Els ratolins administrats a 18 dies d’edat, és a dir, els que
van rebre la dosi 1x10%vg i 1x10''vg + 5x10%°g (IV), van presentar un senyal positiu
menor a la dels ratolins tractats a 30 dies d’edat, és a dir, 5x10%°vg, 5x10'°g + 5x10'°vg
(IV) i 1x10*vg (Figura 57). En canvi, la dosi i la via d’administracié no van modificar de

forma evident I'eficacia terapéutica.

En general, aquests resultats demostraven que I'administracié del vector viral
AAV9-Npc2 a edats més primerenques (18 dies d’edat) era capag de corregir de forma
més eficac la distensio lisosomica als teixits periferics, especificament al pulmo, un

organ més refractari al tractament.
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Figura 56. Normalitzacié de la distensio lisosomica al fetge i la melsa mitjangant el tractament amb
I’AAV9-Npc2. La distensi6 lisosomica es va analitzar per immunohistoquimica contra LIMP2, un marcador
de lisosomes, a les seccions del fetge i la melsa dels ratolins mascles WT, Npc2” no tractats i Npc2™- tractats
amb el vector AAV9-Npc2 per via intracisterna amb les dosis: 5x101%vg, 5x10%g + 5x10%%vg (IV) i 1x10'*vg
a 30 dies d’edat; 1x10*vg i 1x10'vg + 5x10%%g (IV) a 18 dies d’edat i analitzats als 60 dies d’edat. Imatges
representatives de 5 animals per grup. Barra d’escala: 25 pym.
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30 dies

Npc2+

18 dies

Figura57. Disminuci6 de ladistensio lisosdmicaal pulmé mitjangant el tractament amb PAAV9-Npc2.
La distensio lisosomica es va analitzar per immunohistoquimica contra LIMP2, un marcador de lisosomes,
a les seccions del pulmé dels ratolins mascles WT, Npc2”- no tractats i Npc2 tractats amb el vector AAV9-
Npc2 per via intracisterna amb les dosis: 5x10'%g, 5x101%g + 5x10'%g (IV) i 1x10'*vg a 30 dies d’edat;
1x10%vg i 1x10*vg + 5x10%vg (IV) a 18 dies d’edat i analitzats als 60 dies d’edat. Imatges representatives
de 5 animals per grup. Barra d’escala: 25 pm.

5.3. Inflamacio6 als teixits periférics

Al fenotipatge del model muri de la NPC2, es va observar la preséncia de
macrofags activats als teixits periférics. Per tal d’analitzar si el tractament amb el vector
viral AAV9-Npc2 donava lloc a una disminucié de la inflamacio, es va dur a terme una
immunohistoquimica contra el marcador d’activacioé de macrofags, Mac-2, a les seccions
del fetge, la melsa i el pulmé. Coincidint amb els resultats obtinguts al fenotipatge, els
ratolins Npc2”- van presentar un increment del nombre de cél-lules positives per Mac-2,
indicant la preséncia de macrofags activats en aquests teixits periférics analitzats (Figura
58). En canvi, els ratolins tractats amb el vector AAV9-Npc2 no van presentar senyal
positiu de Mac-2 i I'aspecte del fetge i la melsa era totalment indistingible del dels
animals WT (Figura 58).
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Figura 58. Normalitzacié de lainflamacio6 al fetge i la melsa mitjancant el tractament amb AAV9-Npc2.
Immunohistoguimica contra Mac-2, un marcador de macrofags activats, a les seccions del fetge i la melsa
dels ratolins mascles WT, Npc2”- no tractats i Npc2” tractats amb el vector AAV9-Npc2 per via intracisterna
amb les dosis: 5x10%vg, 5x10%%g + 5x10%vg (IV) i 1x10'vg a 30 dies d’edat; 1x10%*'vg i 1x10%vg +
5x10%%g (IV) a 18 dies d’edat i analitzats als 60 dies d’edat. Imatges representatives de 5 animals per grup.
Barra d’escala: 25 ym.
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En concordanca amb els resultats de la distensio lisosdmica i de 'acumulacio de
colesterol no esterificat, el pulmé només va mostrar millores parcials de la correccio de
la infiltracié per part dels macrofags activats (Figura 59). Tot i que tots els ratolins
administrats amb el vector viral AAV9-Npc2 tenien certa preséencia de cel-lules amb
senyal positiu per Mac-2, els ratolins tractats a 18 dies d’edat, és a dir, 1x10%vg i
1x10%vg + 5x10%%qg (1V), van presentar una gran millora, amb la practica abséncia de
cél-lules positives per Mac-2 en comparacié als ratolins tractats als 30 dies d’edat
(Figura 59).

Aixi doncs, aquests resultats demostraven que I'administracié del vector viral
AAV9-Npc2 a edats més primerenques (18 dies d’edat) era més eficag en la correccio

de la inflamacié als diferents teixits periférics analitzats.
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Figura 59. Correccié de la inflamacié al pulmdé mitjangant el tractament amb PPAAV9-Npc2.
Immunohistoquimica contra Mac-2, un marcador de macrofags activats, a les seccions del pulmé dels
ratolins mascles WT, Npc27 no tractats i Npc2- tractats amb el vector AAV9-Npc2 per via intracisterna amb
les dosis: 5x10%°vg, 5x10%%g + 5x10'%g (IV) i 1x10*'vg a 30 dies d’edat; 1x10vg i 1x10*'vg + 5x10%vg
(IV) a 18 dies d’edat i analitzats als 60 dies d’edat. Imatges representatives de 5 animals per grup. Barra
d’escala: 25 ym.
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5.4. Hepatosplenomegalia

L’hepatomegalia és un dels simptomes més caracteristics del fenotip neonatal i
infantil de la malaltia de NPC2 en humans (Vanier, 2010), que també es va observar al
model muri de la NPC2. Per tant, es va analitzar I'efecte del tractament amb el vector
AAV9-Npc2 en aquesta alteracié patologica. Als 60 dies d’edat, els ratolins mascles
Npc2” no tractats van presentar un increment del pes del fetge relatiu al pes corporal
(Figura 60). L’administracio del vector AAV9-Npc2 va conduir a la normalitzacio del pes
relatiu del fetge assolint els valors dels animals WT als grups que van rebre la dosi
intravenosa, és a dir, 5x10%g + 5x10%vg (IV) als 30 dies i, especialment, als
administrats amb 1x10'vg + 5x10%vg (IV) als 18 dies d’edat. En canvi, els animals
injectats Gnicament a la cisterna magna 5x10*vg (30d), 1x10%vg (30d) i 1x10*vg (18d)
van tenir una millora parcial de [I'hepatomegalia sense obtenir diferéncies
estadisticament significatives (Figura 60). Pel que fa a la melsa, els ratolins Npc2” no
tractats van presentar una tendéncia a l'increment del pes de la melsa relatiu al pes
corporal, mentre que els animals Npc2™ tractats tendien a disminuir-ne el pes, excepte
els que van rebre la dosi 5x10'%g + 5x10%°vg (IV) (30d) que van presentar valors més
variables. Aixi doncs, aquests resultats indicaven que I'administracié intravenosa del
vector terapéutic era necessaria per tal de corregir 'hepatomegalia, sense efectes
rellevants de I'edat d’injeccié o la dosi intracisterna. En canvi, I'efecte del tractament

sobre I'esplenomegalia va ser més consistent als animals tractats més joves.
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Figura 60. Reducci6 de I’hepatoesplenomegalia mitjangant el tractament amb ’AAV9-Npc2. Analisi
del pes del fetge i la melsa relatiu al pes corporal als ratolins mascles WT, Npc2”- no tractats i Npc2™- tractats
amb el vector AAV9-Npc2 per via intracisterna amb les dosis: 5x10'%g, 5x10'%g + 5x10%vg (1V) i 1x10'vg
a 30 dies d’edat; 1x10!vg i 1x10*!vg + 5x10'%vg (IV) a 18 dies d’edat i analitzats als 60 dies. Els valors es
mostren com a la mitjana = SEM de 7-16 animals per grup. * p<0.05, ** p<0.01 vs. Npc2* no tractats.
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5.5. Homeostasi lisosomica
5.5.1. Enzims lisosomics al fetge

L’activitat de diversos enzims lisosdmics estava alterada al nostre model muri de
la NPC2, provocant la desregulacié de ’homeostasi lisosdmica al fetge. Aleshores, es
va mesurar l'activitat dels enzims B-HEXO i HGSNAT a les mostres del fetge per tal de
determinar si I'administracio del vector AAV9-Npc2 conduia a una recuperacié de
'homeostasi lisosdmica a aquest organ. Als 60 dies d’edat, els ratolins mascles Npc2™”
no tractats van presentar un increment de I'activitat B-HEXO de 2 vegades del valor dels
WT i, en el cas de l'activitat THGSNAT, 'augmentar va ser de 5 vegades (Figura 61).
Independentment de la dosi, I'edat i la via d’administracio, el tractament dels ratolins
Npc2” amb el vector AAV9-Npc2 va conduir a la correccié d’ambdues activitats, que era

totalment indistingible dels valors d’activitat dels animals WT (Figura 61).

Aquestes dades demostren que I'administracié del vector viral AAV9-Npc2 per
via intracisterna a una dosi de 5x10'°vg a ratolins afectats per la malaltia NPC2 era
suficient per a assolir la maxima eficacia terapeutica en la desregulacio lisosomica

detectada al fetge dels ratolins Npc2™.
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Figura 61. Normalitzacié de ’homeostasi lisosomica al fetge mitjangant el tractament amb I’AAV9-
Npc2. Determinacié de l'activitat dels enzims HGSNAT i B-HEXO als extractes proteics del fetge dels
ratolins mascles WT, Npc2”- no tractats i Npc2-- tractats amb el vector AAV9-Npc2 per via intracisterna amb
les dosis: 5x10%vg, 5x10%%g + 5x10'%g (IV) i 1x10*'vg a 30 dies d’edat; 1x10vg i 1x10*vg + 5x10%vg
(IV) a 18 dies d’'edat i analitzats als 60 dies d’edat. Els valors es mostren com a la mitjana + SEM de 5
animals per grup. *** p<0.001 vs. Npc2”- no tractats.
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5.5.2. Alteracié de I’activitat B-HEXO al sérum

Per altra banda, també es va analitzar I'activitat f-HEXO al sérum, ja que €s un
marcador freqiientment alterat a les LSD. A dos mesos d’edat, els animals Npc2” no
tractats mostraven un augment de I'activitat d’aquest enzim que era superior al 250% de
I'activitat dels animals WT. En canvi, 'administracié del vector AAV9-Npc2 a les diferents
dosis, vies d’administracid utilitzades o edats de tractament va conduir a una gran
disminucid i fins i tot normalitzacié dels nivells de B-HEXO circulant respecte als animals

no tractats (Figura 62).
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Figura 62. Disminucié de P'activitat B-HEXO al sérum mitjangant el tractament amb ’AAV9-Npc2.
Determinacio de I'activitat B-HEXO a les mostres de sérum dels ratolins mascles WT, Npc2” no tractats i
Npc2- tractats amb el vector AAV9-Npc2 per via intracisterna amb les dosis: 5x10%%g, 5x10%vg + 5x10%%g
(IV) i 1x10**vg a 30 dies d’edat; 1x10%*vg i 1x10vg + 5x10%g (IV) a 18 dies d’edat i analitzats als 60 dies
d’edat. Els valors es mostren com a la mitjana + SEM de 5 animals per grup. *** p<0.001 vs. Npc2’ no
tractats (ANOVA d’una via seguida del post-test de Dunnet).
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6. AVALUACIO DEL COMPORTAMENT

A la caracteritzacio del model muri de la NPC2 es va observar que la deleci6 del
gen Npc2” provocava problemes motors en forma d’'una disminucié de lactivitat
locomotora i de la coordinacio. Aixi doncs, es va analitzar si 'administracié del vector

AAV9-Npc2 era capac de corregir aquestes alteracions del comportament.

6.1. Prova de I’actimetre

La prova de I'actimetre es va realitzar als 60 dies d’edat als ratolins mascles WT,
Npc2” no tractats i Npc2” tractats amb el vector AAV9-Npc2 a les segiients dosis:
5x10%%g, 5x10%%g + 5x10'°g (IV) i 1x10%vg injectats a 30 dies d’edat; 1x10*'vg i
1x10%vg + 5x10%g (1V) injectats a 18 dies d’edat. De manera similar al fenotipatge, els
ratolins Npc2™ no tractats van presentar déficits del comportament locomotor en forma
d’'una reducci6 del desplacament total i a la vora de l'actimetre, un menor temps en
moviment i una disminucio de la velocitat maxima de desplagament (Figura 63). En
canvi, I'administracié del vector AAV9-Npc2 va conduir a una millora o correccio
d’'aquests parametres assolint valors comparables als dels animals WT (Figura 63). En
conjunt, no es va observar una relacié directa entre I'edat d’administracio, la dosi o la
via d’administracié del vector AAV9-Npc2 i I'eficacia terapéutica. Unicament en el cas
del temps en moviment els ratolins administrats a 18 dies d’edat van presentar una
tendéncia a estar augmentat, mentre que els ratolins administrats a 30 dies d’edat van

presentar diferéncies estadisticament significatives (Figura 63).

Per tant, 'administracié del vector AAV9-Npc2 va conduir a la normalitzacié o

millora dels déficits motors mesurats a la prova de I'actimetre.
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Figura 63. Millora dels déficits locomotors mitjancant el tractament amb ’AAV9-Npc2. La prova de
I'actimetre es va realitzar als ratolins mascles naif pel test dels grups WT, Npc2”- no tractats i Npc2”- tractats
amb el vector AAV9-Npc2 per via intracisterna amb les dosis: 5x101%vg, 5x10%vg + 5x10%%g (IV) i 1x10*vg
a 30 dies d’edat; 1x10tvg i 1x10*vg + 5x10%%g (IV) a 18 dies d’edat i analitzats als 60 dies d’edat. Els
valors es mostren com a la mitjana + SEM de 7-29 animals per grup. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 vs.
Npc2’ no tractats.

6.2. Prova del mesh test i del rotarod

Per a mesurar l'efecte del tractament amb I'AAV9-Npc2 als problemes de

coordinacié motora, es va realitzar la prova del mesh test i del rotarod.

Al mesh test, es va observar un efecte lligat a 'edat de tractament. Mentre que
els ratolins Npc2” administrats amb el vector AAV9-Npc2 als 30 dies d’edat no van
presentar diferéncies estadistiques en la laténcia a caure respecte als animals Npc2”
no tractats, els animals que van rebre el tractament als 18 dies d’edat van corregir els
problemes de coordinacio i es van comportar com els animals WT. Agquesta millora de
la coordinacié no va dependre de la dosi intracisterna ni de 'administracié intravenosa
(Figura 64).

126



Resultats

75 - WT [ No tractat
H No tractat
& 60 1 O 5x10%0vg
-~ H 5x10%%g + 5x101%g (1V)
a
’05) Npe2™ | g 1x10%vg
© 45 A
g O 1x10%vg
p B 1x10%vg + 5x101%g (1V)
'S 30 1
c
/'.d_‘_)
<
- 15 -
0

30d 18d

Figura 64. Manteniment de la coordinacié mitjangant el tractament amb I’AAV9-Npc2. La prova del
mesh test es va realitzar als ratolins mascles WT, Npc2” no tractats i Npc2” tractats amb el vector AAV9-
Npc2 per via intracisterna amb les dosis: 5x10'%g, 5x10'%vg + 5x10%°vg (IV) i 1x10'lvg a 30 dies d’edat;
1x10%vg i 1x10vg + 5x10%%g (IV) a 18 dies d’edat i analitzats als 60 dies d’edat. Els valors es mostren
com a la mitjana + SEM de 5-14 animals per grup. * p<0.05, ** p<0.01 vs. Npc2’ no tractats.

Per altra banda, també es va realitzar la prova del rotarod. Com que els ratolins
tractats a 30 dies d’edat presentaven unicament una millora parcial dels problemes de
coordinaci6é al mesh test, aquest estudi només es va realitzar als animals mascles WT,
Npc2” no tractats i Npc2™” tractats a 18 dies. Als 30 dies d’edat, tots els grups van
presentar nivells de coordinacié indistingibles (Figura 65). Ara bé, els animals Npc2” no
tractats van manifestar problemes de coordinacié als 60 i 90 dies d’edat, ja que van
presentar una reduccié de la laténcia a caure del rotarod. En canvi, el tractament amb
el vector a AAV9-Npc2 a 18 dies d’edat va permetre mantenir uns nivells de coordinacio

similars als observats en animals WT a totes les edats analitzades (Figura 65)
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Figura 65. Manteniment de la coordinacid mitjangant el tractament amb ’AAV9-Npc2. La prova del
rotarod es va realitzar entre els 1 i 4 mesos d’edat als animals mascles WT, Npc2’ no tractats i Npc2™
tractats amb el vector AAV9-Npc2 a 18 dies d’edat per via intracisterna amb les dosis: 1x10*vg + 5x10%%vg
(IV). Els valors es mostren com a la mitjana + SEM de 6-19 animals per grup. * p<0.05 vs. Npc2* no tractats.

En conjunt, aquests resultats indicaven la importancia de tractar els ratolins per
via intracisterna a edats joves a causa de la major severitat dels simptomes al SNC en
comparacio als teixits periférics. Aixi doncs, I'administracié del vector AAV9-Npc2 va
conduir a la normalitzaci6 o recuperacié dels diversos processos patologics
caracteristics de la malaltia de la NPC2, tant al sistema nervids central com als organs i

teixits periférics, aixi com una millora del comportament i la supervivéncia.
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La NPC2 és una malaltia d’acumulacio lisosdmica provocada per la deficiéncia
de la proteina NPC2, implicada en el transport del colesterol al compartiment endo-
lisosomic. Es tracta d’'una malaltia monogénica d’heréncia autosomica recessiva amb
una incidéncia d’aproximadament 1:2.000.000 naixements. Es caracteritza per una
afectaci6 severa del SNC i una patologia dels teixits periférics relativament més lleu. La
presentacié fenotipica és forca variable, perd acostuma a incloure ataxia cerebel-losa,
cataplexia, disartria, disfagia, paralisi visual supranuclear i atacs epiléptics. Tot i que els
signes i simptomes clinics d’aquesta malaltia es poden desenvolupar des del naixement
fins a 'edat adulta, 'esperanca de vida acostuma a ser d’entre els 10 i 25 anys (Vanier,
2010; Bianconi, 2019). Actualment, només es disposa d’un tractament aprovat per a la
NPC2, el miglustat (Zavesca®) (Pineda, 2019). Tot i els avencos farmacologics i la
millora dels tractaments simptomatics no s’ha aconseguit augmentar 'esperanca de vida
dels fenotips més tardans (Bianconi, 2019). Per tant, el tractament efectiu per
contrarestar la patologia de la NPC2 encara és una necessitat médica no resolta, fet que
fa necessari el desenvolupament de noves estrategies terapeutiques més eficaces i
perdurables a llarg termini. La terapia génica in vivo basada en I'administracid dels
vectors AAV suposa una alternativa molt prometedora. Una Unica administracié dels
vectors AAV permet I'expressié de la proteina terapéutica a llarg termini de forma segura
(Buchlis, 2012; Bainbridge, 2015; George, 2020) i, per tant, té el potencial per a ser un
tractament curatiu. Aixi doncs, l'objectiu principal d’aquesta tesi doctoral va ser el
desenvolupament d’una aproximacié de terapia génica in vivo per al tractament de la
malaltia de Niemann-Pick tipus C2 mitjangant 'administracié d’'un vector AAV codificant

per la proteina NPC2 en un nou ratoli model de la malaltia.

La mutacié més prevalent als pacients de NPC2 és la p.E20X, una mutacié que
impedeix la sintesi proteica endogena. Aixi doncs, per tal de desenvolupar una
aproximacio de terapia génica en un context més similar al dels pacients humans,
aplicable tant als pacients que no expressen la proteina com als que en tenen una
expressio residual, es va decidir desenvolupar un nou ratoli KO per al gen Npc2 que no

presentava expressio residual de la proteina.

Com que es tractava d’'un nou model, el primer objectiu d’aquesta tesi doctoral
va consistir en la seva caracteritzacié fenotipica. El ratoli model de la NPC2 recapitulava
les caracteristiques principals de la malaltia dels pacients humans (Vanier, 2010). Als
15 dies d’edat, la patologia ja estava ben establerta i es caracteritzava principalment per
'acumulacié del colesterol, la pérdua de 'homeostasi lisosdmica, la hipomielinitzacié i
la inflamacié dels diversos teixits. Aquest fenotip de la malaltia es va exacerbar als 30

dies d’edat amb l'inici de la mort de les cél-lules de Purkinje. La severitat de la patologia
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als 15 dies d’edat, juntament amb l'observacié d’'una proporcié sub-mendeliana del
genotip Npc2™ i problemes del creixement evidents a les 6 setmanes d’edat, indiquen
gue segurament el model ja presentava alteracions des del naixement. Pel que fa al
comportament, els ratolins Npc2” de 30 dies d’edat ja presentaven una disminucio de

I'activitat locomotora i una marxa ataxica combinada amb déficits de coordinacio. .

Una de les diferéncies més destacables entre els dos models de ratoli de la
NPC2 és la supervivéncia, on el model hipomorf viu entre 110-135 dies, és a dir, entre
un 40 i un 70% més que el nostre model animal, que presenta una mediana de
supervivéncia de 78 dies (Sleat, 2004; Davidson, 2009; Markmann, 2018). Aquest
increment de la supervivéncia és coherent amb la progressiéo més lenta de la patologia
observada al model hipomorf (Sleat, 2004). En canvi, el model desenvolupat en aquesta
tesi doctoral presenta una supervivencia molt similar als ratolins KO model de la NPC1,
que presenten una evolucié de la patologia més severa i agressiva (Pentchev, 1984;
Xie, 2011; GOmez-Grau, 2017). A més a més, tot i que no es va dur a terme un estudi
de la supervivéncia just abans del deslletament dels ratolins (a les 2-3 setmanes d’edat),
es va observar que el percentatge de ratolins homozigots per la mutacié a I'edat de
deslletament era forgca menor a I'esperada, indicant que hi havia mort pre o peri-natal.
De fet, en diversos ratolins model de la NPC1, s’han descrit problemes de
desenvolupament embrionari i letalitat neonatal (Maue, 2012; Gémez-Grau, 2017,
Rodriguez-Gil, 2019). Contrariament, la proporcié de ratolins homozigots per la mutacié
no esta reduida al model hipomorf de la NPC2 (Sleat, 2004), fet que és coherent amb

I'inici endarrerit i progressié més lenta de la malaltia en aquest model.

Aixi doncs, el model muri de la NPC2 generat en aquesta tesi doctoral
presentava un desenvolupament de la malaltia molt accelerat, evidenciant un fenotip
molt més sever que el que recapitula el model ja existent de la NPC2 (Sleat, 2004). A
causa de la severitat de la malaltia, molts pacients reben el diagnostic quan la patologia
ja esta molt avangada, especialment als fenotips infantils. Per tant, aquest nou model
seria util per a estudiar I'eficacia terapéeutica del tractament en unes condicions més

similars als pacients pediatrics.

Com que el principal teixit afectat a la malaltia de NPC2 és el SNC, I'aproximacio
terapéutica desenvolupada consisteix en I'administracié al LCR d’'un vector AAV de
serotip 9 codificant per la Npc2 per al tractament del principal organ diana, el SNC, i
també la patologia periférica. L’avantatge principal de 'administracié directament al LCR
d’aquests vectors és que permet una major distribucié al SNC. En canvi, 'administracio

al parénquima cerebral, que implica una intervencié quirtrgica més complexa i altament
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invasiva pels pacients pediatrics presenta una difusié molt més limitada del vector viral
a tot el SNC i esta associada a certa inflamaci6 local del teixit a la zona d’injeccio (Wang,
2019; Bey, 2020).

Uns dels principals vectors AAV Ltilitzats per al tractament de malalties que
afecten el SNC son els vectors AAV9 i AAVrh10 (Verdera, 2020). L’AAV9 és un serotip
molt ben estudiat, tant pel que fa a I'eficacia terapéutica com pel perfil de seguretat, fet
pel qual és el vector més utilitzat als estudis clinics (Perez, 2020; Powell, 2020). En
alguns estudis preclinics amb ratolins i primats no humans, s’ha observat una
transduccié més elevada del SNC amb 'AAV9 en comparacié amb 'AAVrh10, quan
s’injecta intra-LCR (Hordeaux, 2017; Bey, 2020). Recentment, durant el
desenvolupament d’aquesta tesi doctoral, s’ha publicat la primera aproximacié de
terapia génica basada en I'administracié del vector AAVrh10 en un model hipomorf de
ratoli de la NPC2 (Markmann, 2018). L’administracio intracisterna de 1x10%'vg es va
realitzar a les 6 setmanes, quan era pre-simptomatic, i resulta en una millora de
I'acumulacio del colesterol, de la inflamacio i dels problemes locomotors. Aixi doncs,
aguest estudi demostra la capacitat dels vectors AAV per a prevenir o atenuar la
patologia, perd cal desenvolupar noves estratégies terapéutiques que permetin tractar

els fenotips més severs de la malaltia de NPC2.

En anteriors aproximacions de terapia génica realitzades al nostre grup per al
tractament d’altres LSD, I'aproximacié de terapia génica basada en I'administracié del
vector AAV9 directament al LCR va conduir a una recuperacié tant de la patologia del
SNC com la dels teixits periféerics (Haurigot, 2013; Ribera, 2015; Motas, 2016; Roca,
2017). Comparativament, el ratoli model de la NPC2 va presentar una patologia als
teixits periferics més exacerbada que els altres models de LSD tractats previament, fet
pel qual es va decidir avaluar la necessitat de la co-administracié del vector per via
intravenosa. Tenint en compte la severitat del model, es va avaluar si la finestra
terapéutica d’entre els 15 i els 30 dies d’edat per tractar als ratolins Npc2” era adequada

per contrarestar la patologia de la malaltia de NPC2.

Aleshores, I'administracié del vector AAV9 als ratolins Npc2” va resultar en una
expressié elevada del transgén i la proteina terapéutica tant a I'encéfal com al fetge. Ara
bé, en el cas del fetge, els resultats d’expressié obtinguts evidencien que es produeix
una perdua de part del vector viral, que es manté principalment de forma episomal a la
cél-lula transduida, molt probablement a causa de I'alta replicacid cel-lular del fetge
durant el desenvolupament del ratoli (Cunningham, 2019). Al nostre model de ratoli de

la NPC2, el pes del fetge va augmentar 3 vegades entre els 15 i els 60 dies d’edat,
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mentre que entre els 30 i els 60 dies només va ser d’1.5 vegades. Aixi doncs, aquest
major creixement del fetge als ratolins injectats a 18 dies d’edat pot explicar la menor
expressio hepatica de la proteina NPC2 detectada als 60 dies d’edat, en comparacio6 als
administrats a 30 dies d’edat. En tot cas, els nivells d’expressio de la proteina NPC2
aconseguits al fetge van ser suprafisiologics, tant si 'administracio es va realitzar als 18
com als 30 dies d’edat. Com que el fetge dels ratolins adults (a partir dels 60 dies d’edat)
€s majoritariament quiescent (Klochendler, 2012; Cunningham, 2019), s’esperaria que
la sintesi de la proteina NPC2 al fetge es mantingués estable i elevada als ratolins adults,
amb uns nivells similars als detectats 42 dies post-injeccié. A més a més, el fetge té una
elevada capacitat secretora, que permet la distribucié de les proteines lisosomiques a
través del torrent sanguini i la correccio de la resta de teixits periferics gracies al fenomen
de la correccié creuada (Ruzo, 2012; Motas, 2016). Aixi doncs, la correccié d’altres
teixits periférics depén de la seva capacitat per a captar la proteina de la circulacié
venosa, ja que '’AAV9 presenta un tropisme baix per alguns teixits periférics, com el
pulmé o el ronyé (Zincarelli, 2008; Yang, 2019). Aquest fet podria explicar perque alguns

d’aquests teixits periférics son més refractaris al tractament, com per exemple, el pulmo.

L’expressié de la proteina NPC2 com a conseqliéncia de I'administracié del
vector AAV9-Npc2 va conduir a un clar increment de I'esperanca de vida als ratolins
Npc2™”. Mentre que I'administracié del vector als 30 dies d’edat va suposar un increment
de I'esperanca de vida d’entre 2 i 3 vegades, I'eficacia terapéutica més elevada es va
assolir quan els ratolins es van tractar als 18 dies d’edat, que encara mantenen una
supervivéncia similar a la dels ratolins WT. Aixi doncs, I'edat d’administracio és clau per
tal d’aconseguir un gran benefici terapéutic en aquest aspecte. Comparativament,
l'efecte en la supervivéncia de l'aproximacié de terapia génica desenvolupada en
aquesta tesi doctoral és molt superior a I'obtinguda al model hipomorf tractat amb el
vector AAVrh10-Npc2, que presenta una supervivéncia del 70% als 170 dies d’edat
comparat amb la nostra del 96-100% amb '’AAV9-Npc2 i segueixen vius als 275 dies
d’edat (Markmann, 2018). Cal remarcar que el model de NPC2 desenvolupat en aquesta
tesi presenta un fenotip més sever, d’aparicidé més primerenca i d’evolucié més rapida, i
es va tractar quan la patologia ja estava ben desenvolupada. En canvi, 'aproximacio de
terapia génica basada en 'AAVrh10 es va realitzar al model hipomorf amb un fenotip
meés suau a les 6 setmanes d’edat, quan encara era pre-simptomatic (Markmann, 2018).
Per tant, la millora de supervivéncia aconseguida amb la nostra aproximacié de terapia

genica és clarament superior en unes condicions d’estudi més adverses.

L’acumulacié del colesterol al compartiment endo-lisosomic és un dels

desencadenants de tota la fisiopatologia de la malaltia de NPC2. Aixi doncs, la correccio
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de la deficiéncia de la proteina NPC2 és imprescindible per tal de revertir 'acumulacié
del colesterol no esterificat als lisosomes i, consequentment, les diverses alteracions
patologiques de la malaltia de NPC2. Al SNC, l'alteracié del transport del colesterol
Unicament provoca una acumulacio del colesterol als somes neuronals i una disminucio
als axons, de tal manera que la quantitat total de colesterol no esta alterada ni als
pacients humans (Vanier, 2010) ni als models murins de NPC1 i NPC2 (Sleat, 2004,
Walkley, 2004; Chandler, 2017). L’administracié del vector AAV9-Npc2 als ratolins
Npc2” va conduir a una reduccio de I'acumulacio intra-lisosomica de colesterol al SNC.
La reduccié va ser molt més gran als animals administrats als 18 dies d’edat, on es van
detectar molt poques cél-lules amb acumulacié de colesterol segurament com a
consequencia del major temps d’expressio de la proteina NPC2 (42 dies post-injeccio),
en comparacio als ratolins tractats a 30 dies d’edat. No es van observar diferéncies a
causa de la dosi administrada, fet que recolza la idea que 'acumulacio del colesterol és
un parametre que requereix cert temps per a revertir-se (Dai, 2017). L’acumulacio intra-
lisosomica del colesterol va conduir a la pérdua de ’homeostasi lisosomica al SNC del
ratoli model de la NPC2. Conseqlientment, el tractament amb 'AAV9-Npc2 també va
resultar en una millora de la patologia lisosdmica en forma d’'una disminucié de la

distensié lisosdmica i de la desregulacié enzimatica dels enzims B-HEXO i HGSNAT.

El colesterol és un lipid molt important al SNC, on hi actua com a precursor
d’algunes hormones esteroides, regula vies de senyalitzaci6 com a component de la
membrana plasmatica i com a component de les beines de mielina (Saher, 2015). A part
de ser un component de la mielina per se, el colesterol també és necessari per al
transport i la incorporacié d’algunes proteines estructurals de la mielina, com la PLP1.
Aixi doncs, arran del bloqueig del transport del colesterol, el ratoli model de la NPC2 va
presentar una disminucié de l'expressié de diversos marcadors del procés de
mielinitzacié (Mag, Plpl i Ugt8) detectat molt marcadament als 15 dies d’edat i que es
va agreujant progressivament amb I'edat. L’administracié del vector AAV9-Npc2 als
ratolins afectats per la malaltia va conduir a la millora de I'expressié d’aquests gens, amb
un clar efecte-dosi resposta. Als ratolins, la mielinitzacié del SNC s’inicia a partir del
naixement, presenta un pic entre els 10 i els 20 dies de vida i posteriorment disminueix
(Takikita, 2004; Saher, 2015). D’acord amb aix0, les alteracions de la mielinitzacio es

van contrarestar eficagment als animals tractats a 18 dies d’edat.

Per altra banda, cal destacar que les proteines de la mielina s’expressen
principalment als olidodendrocits madurs. Per tant, aquests resultats poden indicar no
nomes una reduccio de la sintesi de mielina, sin6 també un defecte en la maduracio dels

oligodendrocits. De fet, un estudi amb un model muri de la NPC1 ha evidenciat que
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'expressid de la NPC1 tant a les neurones com als oligodendrocits é€s indispensable per
a la correcta maduraci6 dels oligodendrocits (Yu, 2013). Aixi doncs, com més aviat es
tractin els ratolins model de la NPC2, millors podrien ser els beneficis terapéutics per tal

d’aconseguir la normalitzacié de I'alteracio de la mielinitzacio.

Una de les caracteristiques més peculiars de la NPC2 és la mort de les cél-lules
de Purkinje. Tot i que la neurodegeneracié és habitual a les LSD amb afectacié del SNC,
es desconeix el mecanisme pel qual les cél-lules de Purkinje presenten una major
sensibilitat a la deficiéncia de la NPC2 en comparacié a la resta de neurones. Al nostre
model muri de la NPC2, la densitat de les cél-lules de Purkinje presenta un determinat
patr6 de mort cel-lular on el lIobul anterior del cerebel presenta una reducci6 més
marcada en comparacié amb el lobul posterior. Aquest patré de mortalitat de les cel-lules
de Purkinje també s’ha descrit en altres models de ratoli de la NPC1 (Higashi, 1993; Ko,
2005; Yu, 2011; Marschalek, 2014), al model feli de la NPC1 (Gurda, 2018) i al model
hipomorf de la NPC2 (Sleat, 2004), perd no sembla ser una caracteristica de la malaltia
humana, on la mort és més generalitzada a tot el cerebel. Ara bé, la comparacié de la
densitat de les cel-lules de Purkinje als dos models de la NPC2 evidencia que el model
hipomorf manté una densitat cel-lular practicament indistingible dels animals WT als 49
dies d’edat (Sleat, 2004; Markmann, 2018), mentre que el nostre model només s’observa
fins als 30 dies d’edat, moment a partir del qual van disminuint progressivament fins als
60 dies d’edat. Aquesta diferéncia en la densitat de les cél-lules de Purkinje evidencia

que el nostre model presenta una patologia més severa i accelerada.

L’estudi de la densitat de les cél-lules de Purkinje analitzat mitjancant la
immunohistoquimica contra el marcador Calbindina D28k només dona informacié sobre
la quantitat de les cél-lules de Purkinje i no del seu estat funcional. Per tant, és possible
que als 15 i 30 dies d’edat, quan els ratolins Npc2”- encara conservaven una densitat
indistingible a la dels ratolins WT, les cél-lules de Purkinje ja estiguessin alterades
funcionalment. De fet, un dels processos patologics que s’han vinculat a la mort de les
cél-lules de Purkinje és l'autofagia (Ko, 2005; Gurda, 2018). En condicions normals,
I'autofagia és un procés necessari per al reciclatge de macromolécules i d’organuls
envellits, que també s’utilitza com a font de metabolits quan aquests s6n escassos. En
moltes LSD, l'autofagia es troba bloquejada com a consequéncia de la pérdua de
I’'hnomeostasi lisosomica (Seranova, 2017). Un estudi amb un dels models murins de la
NPC1 demostra que el bloqueig del flux autofagic al cerebel coincideix amb la
degeneracio i la inducci6 de I'apoptosi de les cél-lules de Purkinje (Ko, 2005). Els nostres
resultats indiquen que les cél-lules de Purkinje dels ratolins Npc2” als 30 dies d’edat ja

presentaven una pérdua de I'homedstasi severa, ja que tot i presentar una densitat
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aparentment normal, presentaven una acumulacio de colesterol, una evident distensio
lisosdmica, una alteracié de I'activitat d’altres enzims lisosdmics i un bloqueig del flux
autofagic. A més a més, 'analisi ultraestructural de les cél-lules de Purkinje realitzat als
60 dies d’edat evidencia que les cél-lules de Purkinje dels ratolins Npc2” van presentar
una morfologia alterada i un gran nombre de vacuols autofagics al citosol, que
corroborava la distensio lisosomica i el blogueig del flux autofagic. Aixi doncs, la finestra
terapeutica per revertir la mort de les cél-lules de Purkinje és molt limitada, ja que

aquestes cel-lules ja presenten alteracions patologiques a les edats de tractament.

L’administracié del vector AAV9-Npc2 als ratolins Npc2” va conduir a una
disminucio de la mort de les cél-lules de Purkinje, amb un efecte molt vinculat a I'edat
de tractament. La millora de la densitat de les cél-lules de Purkinje dels animals tractats
a 18 dies d’edat va ser molt superior a la dels ratolins tractats als 30 dies d’edat. Aixi
doncs, és possible que I'expressio de la NPC2 no succeeixi en quantitat suficient i a
temps per a poder revertir les alteracions patologiques de les cél-lules de Purkinje, tot i
que 'AAV9 és un dels serotips amb la capacitat d’expressié més rapida del transgén
(Zincarelli, 2008). De fet, la densitat de les cél-lules de Purkinje als ratolins tractats a 30
dies era similar als animals Npc2” no tractats de 45 dies d’edat. Aquest resultat
suggereix que nomeés es van preservar les cél-lules de Purkinje que a 30 dies d’edat
encara no havien arribat al punt de no-retorn. Per altra banda, tot i que amb el tractament
als 18 dies d’edat no es va assolir una correccio del 100% de la densitat, diversos estudis
en models d’ataxia cerebel-losa senyalen que una densitat del 100% no és necessaria
per al funcionament correcte del cerebel (Sarna, 2003). Especificament a la NPC, un
estudi amb ratolins WT i Npc1” va demostrar que un 30-60% de les cél-lules de Purkinje
sanes era suficient per a prevenir I'ataxia (Lopez, 2011). Per tant, els nivells de correccio
assolits amb I'administracié d’AAV9-Npc2 als 18 dies podrien ser suficients per revertir

I'ataxia provocada per la mort de les Purkinje.

La neuroinflamacido és un procés molt habitual a les LSD amb afectacio
neuroldgica. Consisteix en I'activacio de la microglia, els macrofags residents al SNC, i
els astrocits, un tipus de glia amb funcions de suport a les neurones, com a
consequencia de la pertorbacid de 'homeostasi al cervell (Jang, 2013; Palpagama,
2019). ElI model de la NPC2 va presentar una neuroinflamacié generalitzada a tot
I'encefal, com a resultat de les alteracions patologiques al SNC. L’administracio del
vector AAV9-Npc2 va conduir a una reducci6 molt marcada de l'astrocitosi i la
microgliosi. De forma similar a la resta de parametres, es va observar una major eficacia
terapéutica quan el tractament es va realitzar als ratolins més joves, als 18 dies d’edat,

amb un efecte dosi-resposta moderat. A diferéncia de la majoria de zones de I'encéfal
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analitzades, la reduccio6 de la neuroinflamaci6 al cerebel va ser parcial. Diversos estudis
en models de ratoli de la NPC1 indiquen que I'activacié dels astrocits és secundaria a la
pérdua de I'homedstasi neuronal i que, per tant, no contribueix activament al
desenvolupament de la patologia (Lopez, 2011, 2013; Yu, 2011). Per tant, simplement
és possible que es necessiti un major temps d’expressio del tractament per a resoldre
de forma completa la patologia de les cel-lules de Purkinje i, en conseqiéncia, la

neuroinflamaci6 al cerebel.

A part de les alteracions al SNC, la deleci6 del gen Npc2 també va conduir a
'acumulacié de colesterol, a la pérdua de 'homedstasi lisosdmica i a 'activacié dels
macrofags en diversos teixits periférics. Els organs que van acumular més quantitat de
colesterol eren el fetge i la melsa, fet que també s’ha observat als pacients humans i als
models murins de la NPC1 i NPC2 (Sleat, 2004; Griese, 2010; Roszell, 2013; Nel3lauer,
2019). L’administracié del vector AAV9-Npc2 va resultar en una produccio
suprafisiologica de la NPC2 a qualsevol de les dosis administrades. En conseqliéncia,
es va observar una normalitzacié de les alteracions patologiques al fetge. A més a més,
altres organs amb un tropisme baix per 'AAV9, com el ronyé o la melsa (Yang, 2019),
també es van corregir totalment gracies a la correccio creuada. En canvi, només es va
observar una correccio parcial de 'acumulacié de colesterol, la distensio lisosomica i la
inflamacié a un dels drgans més afectats a la NPC2, el pulmé. Es tracta d’'un organ forga
refractari al tractament amb AAV i, en comparaci6 a la resta de teixits periféerics, té una
capacitat inferior per captar les proteines lisosomiques del sérum (Motas, 2016;
Beshlawy, 2019). Aix0, sumat a la major afectacié d’aquest organ, pot indicar que es
necessita més temps post-injeccié per tal de revertir la patologia pulmonar. El fet que
els ratolins administrats a 18 dies tinguin una eficacia terapeutica al pulmé major que la
dels injectats a 30 dies d’edat, també recolza aquesta hipdtesi. En conjunt, aquests
resultats indiquen que I'administracio intracisterna del vector AAV9 és suficient per a
assolir una correccié tant del SNC com dels teixits periferics i, per tant, la co-
administracio del vector per via intravenosa en els estudis pre-clinics no ha demostrat
un benefici terapéutic superior per justificar-ne el seu Us en un futur assaig clinic en

humans.

Les millores funcionals tenen una elevada rellevancia clinica, ja que sén les que
tenen més impacte en la qualitat de vida dels pacients. Aixi doncs, tot i que la millora de
les alteracions bioquimiques i histologiques és important, 'objectiu de qualsevol terapia
hauria de ser, en Ultima instancia, la recuperacié dels deficits funcionals per tal

d’augmentar I'estat del benestar dels pacients. A part de millorar els diversos parametres
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bioquimics de la patologia, 'administracio del vector AAV9-Npc2 també va permetre la
correccio funcional dels deéficits locomotors i del pes corporal del model muri de la NPC2.

L’ataxia cerebel-losa és un dels simptomes neuroldgics més frequents i
d’aparicié més primerenca a la malaltia de NPC i afecta a gairebé un 70% dels pacients
(Iturriaga, 2006; Patterson, 2020). Aquest simptoma és una consequencia de la mort
progressiva de les cel-lules de Purkinje al cerebel (Lloyd-Evans, 2010). Al ratoli model
de laNPC2, les primeres alteracions locomotores a la prova de I'actimetre van aparéixer
als 30 dies d’edat, perd no va ser fins als 60 dies quan es van observar uns déficits
locomotors molt més evidents, com recorrer menys distancia, estar menys temps en
moviment i realitzar-ho a menys velocitat. De manera similar, els ratolins Npc2” van
presentar alteracions de la coordinacié als 60 dies d’edat, detectat a la prova del rotarod
i el Mesh test. A més a més, aquesta Ultima prova, el Mesh test, també mesura de forma
indirecta la forca dels ratolins i, per tant, podria indicar la preséncia d’hipotonia al model
de ratoli de la NPC2, una caracteristica també present als pacients humans (lturriaga,
2006; Sévin, 2007; Davidson, 2010). Aixi doncs, l'aparici6 de les alteracions del
comportament locomotor i la coordinacié van presentar una correlacié directa amb la
pérdua de la densitat de les cél-lules de Purkinje al cerebel. Conseqlientment,
I'increment de les cél-lules de Purkinje a causa de I'administracié del vector AAV9-Npc2
va conduir a una millora de Il'activitat locomotora i la coordinacié dels ratolins tractats,
gue era major als animals tractats als 18 dies en comparacié als administrats a 30 dies
d’edat. Aquests resultats també donen suport a la idea de tractar els pacients humans
el més aviat possible per tal d’aconseguir preservar una densitat de les cel-lules de

Purkinje elevada i una millora funcional més gran.

A part de participar en el control de la coordinacié i la marxa, el cerebel també
participa en el de la deglucid6 (Rangarathnam, 2014). De fet, la disfagia és un altre
simptoma neurologic molt frequient als pacients humans (Vanier, 2010; Patterson, 2020).
Es possible, doncs, que les alteracions patologiques a les cél-lules de Purkinje combinat
amb les alteracions funcionals provocades pel cerebel dels ratolins Npc2” dificultessin
l'acceés i la ingesti6é del menjar i, consequentment, contribuissin a la disminuci6 del pes
corporal. De fet, els resultats obtinguts indiquen que els problemes de creixement van
comengar a ser evidents a partir dels 30 dies d’edat, moment a partir del qual es va
comencar a observar la pérdua de les cel-lules de Purkinje. Per tant, la millora del pes
corporal produida per 'administracié del vector AAV9-Npc2 es podria considerar, en

part, una evidéncia de la recuperacio funcional del cerebel.
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Un dels principals obstacles a superar en el desenvolupament de la nostra
aproximacié de terapia génica va ser I'estreta finestra terapéutica a causa de la severitat
del model de la malaltia. A les LSD, hi ha una acumulacié de diversos substrats no
degradats als lisosomes de totes les cél-lules de I'organisme que condueix a la pérdua
de 'homeodstasi lisosdmica. Aquestes alteracions patologiques son, fins a cert punt,
reversibles quan es recupera I'expressid de la proteina deficient, en el nostre cas, la
NPC2. Ara bé, si l'alteracio funcional del lisosoma no es resol a temps en determinats
tipus cel-lulars, la pérdua de I’homedstasi cel-lular esdevé irreversible i condueix a la
mort de la cél-lula. En un teixit amb alta capacitat regenerativa com el fetge, aixd no
suposa un problema greu (Hori, 2012). Contrariament, el SNC és un teixit amb molt poca
capacitat regenerativa, on hi intervenen molts tipus cel-lulars diferents amb vies i
funcions molt especialitzades, fet pel qual pot suposar un gran impacte negatiu rebre el

tractament fora de la finestra terapéutica adequada.

Per exemple, les cél-lules de Purkinje son la Unica via eferent del cortex
cerebel-l16s (Sarna, 2003) i les lesions al cerebel estan associades a l'aparicié de
problemes motors, com l'ataxia, la disfagia o la disartria, uns dels simptomes més
caracteristics de la malaltia de NPC2 (Davidson, 2010; Rangarathnam, 2014; Evans,
2017). Com que les ceél-lules de Purkinje sén un dels tipus cel-lulars més vulnerables a
la deficiencia de la NPC2 (Vanier, 2010), els ratolins que van mantenir una densitat de
les cél-lules de Purkinje elevada, els tractats als 18 dies d’edat, van presentar una millora
funcional pel que fa a la coordinacid i al pes corporal, aixi com també de la supervivéncia.
Aquests resultats indiquen que: (i) les cél-lules de Purkinje s6n de vital importancia com
a diana terapéutica per al tractament de la NPC2 i (ii) la terapia s’ha d’administrar el més
aviat possible per recuperar aquest tipus cel-lular abans que les lesions lisosomiques i
cel-lulars siguin irreversibles. Aquesta observacié concorda amb la historia natural de la
malaltia humana, on s’observa que 'edat d’inici dels simptomes neurologics, molts d’ells
vinculats a la funcié del cerebel, marca la progressié i la severitat de la malaltia (Vanier,
2010; Geberhiwot, 2018).

En conclusio, aquests resultats confirmen [I'eficacia terapéutica d’'una unica
administracié dels vectors AAV9-Npc2 directament al LCR per al tractament de la
malaltia de NPC2. L’aproximacio de terapia génica es va estudiar en un nou ratoli model
de la malaltia que presentava un fenotip molt més sever i amb una progressié més
agressiva que el model hipomorf de la NPC2. A més a més, I'administracié del vector
AAV9-Npc2 es va realitzar quan el fenotip ja estava establert i va ser capag de corregir
les alteracions patologiques al SNC i als teixits periférics, aixi com conduir a una millora

del comportament i un increment de la supervivéncia. Per tant, es podria considerar que
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els resultats obtinguts al model muri sén una prova de l'eficacia terapéutica en unes
condicions molt desfavorables i, per tant, amb el potencial per a curar tota la diversitat
fenotipica de la malaltia humana, des dels pacients pediatrics als adults. Aixi doncs,
aguest estudi suposa una base solida per a la translacionalitat clinica d’aquesta

aproximacio de terapia génica per al tractament dels pacients de la malaltia de NPC2.

141






VI. Conclusions






Conclusions

Es va generar un ratoli knock out model de la malaltia de NPC2 deficient en la
proteina NPC2, que va presentar un fenotip molt sever amb una marcada

reduccio de I'esperanca de vida.

El ratoli model de la NPC2 va desenvolupar els principals signes clinics de la
malaltia com a consequéncia de 'acumulacié de colesterol no esterificat al SNC
i als teixits periferics, aixi com problemes locomotors i una reduccié del pes

corporal. La patologia ja estava ben establerta als 15 dies d’edat.

L’administracioé directament al LCR del vector AAV9 codificant per la proteina
NPC2 va donar lloc a una transduccié eficient del SNC i el fetge, amb una
elevada expressié de la NPC2 en ambdés teixits.

El tractament amb el vector AAV9-Npc2 a ratolins Npc2™ va conduir a una millora
de 'acumulacio de colesterol no esterificat i de la patologia lisosomica, aixi com

a una millora del procés de la mielinitzacio i de la neuroinflamacio.

L’administracié del vector AAV9-Npc2 a una edat més primerenca, als 18 dies
d’edat, és imprescindible per a preservar una elevada densitat de les cél-lules de

Purkinje.

L’administracio intra-LCR del vector AAV9-Npc2 va ser suficient per a generar
una expressio suprafisiologica de la NPC2 al fetge, sense la necessitat de la co-
administracio del vector per via intravenosa, que va conduir a la normalitzacié de

I'acumulacioé del colesterol, de la distensio lisosdmica i de la inflamacié al fetge.

Gracies a la correcci6 creuada, I'expressio hepatica de la NPC2 va conduir a la
secreci6 de la proteina NPC2 al torrent sanguini, fet que va permetre la millora o

correccio de les alteracions patologiques a la resta de teixits periférics.

El tractament amb el vector AAV9-Npc2 a I'edat de 18 dies va presentar la millor
eficacia terapéutica, que va conduir a un augment del pes corporal, dels
problemes locomotors i de la coordinacié, aixi com a un increment significatiu de

I'esperanca de vida.

En resum, aquests resultats permeten establir les bases cap a la translacié

clinica de I'aproximacio de terapia génica basada en I'administracio al LCR del
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vector AAV9-Npc2 per al tractament de la patologia neurologica i somatica de la
malaltia de Niemann-Pick tipus C2.
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Materials i metodes

1. MATERIALS

1.1. Animals

Es va adquirir esperma de ratolins heterozigots per a una mutacio del gen Npc2
al consorci internacional IMPC (International Mouse Phenotyping Consortium). La soca
del ratoli era C57BL/6NCrl-Npc2™e-LEUCOMMWS | 5 mutacié del gen Npc2 consisteix en
la substitucié d’'un fragment del gen que conté I'exd 3 per la casset d’expressié de la
proteina LacZ, que inclou un acceptor d’splicing, un lloc intern d’entrada al ribosoma

(IRES, internal ribosome entry site) i una sequéncia PoliA (Figura 66).

e | e e
Al-lelWT E1 E2 E3 . E4
— — —
Al-lel mutat E1 E2 =mmiwme |RES LacZ PoliA = E4
— — —

|-I-\cceptor d’splicing

Figura 66. Esquema representatiu de I'al-lel WT i mutat del gen Npc2 muri. L'al-lel WT del gen Npc2
muri conté 4 exons, mentre que a I'al-lel mutat (Npc2imie-{EUCOMMWSI) g'hj ha substituit I'ex6 3 per la casset
d’expressié de la proteina LacZ. Les caixes blaves corresponen als exons del gen Npc2; la groga, a
I'acceptor d’splicing; les grises, a la sequéncia IRES i la PoliA; i la taronja, a la seqiiéncia codificant de la
LacZ. Les linies negres continues indiquen els introns i les discontinues, la regié diferent entre ambdos
al-lels. L’esquema no esta a escala.

Els primers animals heterozigots es van generar mitjancant la fecundacio in vitro
de femelles WT de la soca C57BL/6NHsd amb I'esperma adquirit de 'lMPC. La coldnia

es va establir i mantenir a partir del creuament de ratolins heterozigots per a la mutacio.

Els ratolins es van mantenir a les instal-lacions lliure de patogens especifics
(SPF, specific-pathogen-free) del Servei d’Estabulacié de Ratolins del CBATEG en
condicions controlades d’il-luminacié (cicle de llum i foscor de 12 hores, amb obertura
de llums a les 8h del mati) i de temperatura (22°C + 2°C), i alimentats ad libitum amb
una dieta estandard (Teklad Global 18% protein rodent diet, 2018S; Envigo)

El benestar animal i els procediments experimentals van ser previament
avaluats, aprovats i autoritzats per la Comissié d’Etica en I'Experimentacié Animal i
Humana de la UAB.
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1.2. Soques bacterianes

Per a generar tots els constructes de la present tesi doctoral, es van utilitzar les
soques d’E. coli XL2-Blue (Agilent Technologies), Stbl3 i Dh5a (Thermo Fisher
Scientific). Tots els plasmidis contenien un gen de resisténcia a la kanamicina o a
'ampicil-lina per la seva selecci6 en els cultius bacterians, motiu pel qual aquests cultius
es van fer créixer en medi LB (Conda) amb 30 pg/ml de kanamicina o 50 pg/ml
d’ampicil-lina. Quan les condicions experimentals feien necessari el creixement dels

cultius en medi solid, s’hi va afegir un 2% d’agar.

1.3. Anticossos

Els anticossos enumerats a la Taula 5 i la Taula 6 es van utilitzar per a realitzar

les immunohistoquimiques i els Western blots, respectivament.

Taula 5. Llista d’anticossos utilitzats a les immunohistoquimiques.

Immunohistoquimica

Anticos Hoste Proveidor Referencia Dilucié

Anticossos primaris
Anti-LIMP2 Conill

Novus Biologicals NB400-129 1/100

Anti-Calbindina D28k Ratoli Swant CB300 1/1000
BSIB4 (Isolectina) - Merck L5391 1/100
Anti-GFAP Conill Dako 70334 1/1000
Anti-Mac-2 Rata Cedarlane CL8942AP 1/50
Anticossos secundaris

Anti-Rabbit 1gG biotinilated Cabra ThermoFisher 31820 1/300
Anti-Mouse 1gG biotinilated Cavall Vector Labs BA-2000 1/300
Anti-Rat IgG biotinilated Conill Dako E0467 1/300
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Taula 6. Llista d’anticossos utilitzats als Western blot.

Western blot

Anticos Hoste Proveidor Referéncia Dilucié
Anticossos primaris

Anti-NPC2 Conill Merck HPA000835 1/10000
Anti-LC3B Conill Novus Biologicals NB100-2220 1/2000

Anti-aTubulina Conill Abcam Ab4074 1/2000

Anticossos secundaris

Anti-Rabbit IgG HRP conjugate Porc Dako P0217 1/20000

1.4. Plasmidis

Els plasmidis utilitzats per la produccié dels vectors virals AAV s’indiquen a la

Taula 7.

Taula 7. Llista de plasmidis.

Senyal de poliadenilacio

Plasmidi Promotor Insert

pAAV-CAG CAG - B-globina de conill
pomNpc2_vl - Npc2 de ratoli optimitzada -
pAAV-CAG-omNpc2 CAG Npc2 de ratoli optimitzada B-globina de conill

El plasmidi pAAV-CAG conté les seqliencies ITR necessaries per I'encapsidacio

dels vectors AAV, el promotor CAG, un polilligador i la sequéncia PoliA de la $-globina

de conill. EI CAG és un promotor hibrid format pel potenciador de la transcripcié del

citomegalovirus huma (CMV), el promotor de la B-actina de pollastre i el primer intr6 del

gen de la B-globina humana, que en conjunt permet una expressié robusta i ubiqua. El

plasmidi pomNpc2_v1 conté la sequéncia de la Npc2 murina optimitzada. Per tal

d’'incrementar la transcripcio i estabilitat del mRNA i la traduccié proteica, la seqiiéncia

de la Npc2 murina es va optimitzar mitjancant un algorisme comercial que té en compte

diversos parametres, com ara I'is de codo, el contingut en CG, possibles estructures

secundaries, entre d’altres. Per a generar el plasmidi pAAV-CAG-omNpc2 per produir

els vectors virals AAV, es va clonar la sequiéncia omNpc2 del plasmidi pomNpc2_v1 al

polilligador del plasmidi pAAV-CAG amb els enzims de restriccio Mlul i EcoRl.
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1.5. Reactius

Tots els reactius de biologia molecular utilitzats en el desenvolupament
d’aquesta tesi s’han obtingut dels segulents fabricants: Abcam (Cambridge, Regne Unit),
DakoCytomation (Glostrup, Dinamarca), Life Technologies (Carlsbad, CA, EUA), Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EUA), Panreac (Barcelona, Espanya), Promega Corporation
(Madison, WI, EUA), Qiagen (Hilden, Alemanya), Swant (Marly, Suissa), New England
Biolabs (Ipswich, MA, EUA), Roche (Basilea, Suissa), Fermentas (St. Leon-Rot,
Alemanya), Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, EUA), Stratagene-Agilent
Technologies, (Santa Clara, CA, EUA), Merck (Darmstadt, Alemanya), Invitrogen
(Carlsbad, CA, EUA), Lucigen (Middleton, WI, EUA), Bio-Rad Laboratories (Hercules,
CA, EUA), Vector Laboratories Ltd. (Burlingame, CA, EUA), Laboratoris del Dr. Esteve
(Barcelona, Espanya), Electron Microscopy Science (Hatfield, PA, EUA), Millipore
(Burlington, MA, EUA), Epicentre Biotechnologies Ecogen (Barcelona, Espanya), Santa
Cruz Biotechnology (Dallas, TX, EUA), Cedarlane (Burlington, ON, Canada), Novus
Biologicals (Littleton, CO, EUA), iNtRON Biotechnology (Sangdaewon, Corea del Sud),
Greiner Bio-One (Kremsminster, Austria), Hamilton Company (Reno, NV, EUA), B.
Braun (Melsungen, Alemanya), Harvard Apparatus (Cambridge, MA, EUA), Philips
(Amsterdam, Paissos Baixos), Carbosynth (Thal, Suissa), Horiba (Kyoto, Jap6)
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2. METODES

2.1. Genotipatge dels ratolins NPC2

El genotipatge dels ratolins NPC2 es va realitzar amb el DNA genomic obtingut
del tall de la cua, mitjancant la PCR per a detectar la preséncia de la casset d’expressio
del LacZ.

2.1.1. Aillament del DNA gendmic

L’obtencioé del DNA genomic es va fer a partir de mostres de cua d’'uns 0.5 cm
de longitud de ratolins al voltant de les 3 setmanes d’edat. Els fragments de cua es van
incubar durant 30 minuts a 95°C en 100 ul de tampé de lisi (25 mM NaOH, 0.2 mM
Na:EDTA, pH 12). Posteriorment, es van atemperar les mostres i es va aturar la reaccié

de lisi mitjangant I'addicié de 100 pl de tampd de neutralitzacioé (40 mM Tris-HCL, pH 5).

2.1.2. Genotipatge per PCR

L’estratégia de genotipatge estava dissenyada per discriminar entre l'al-lel WT i
lal-lel mutat. Aquesta estratégia consistia en la utilitzacié d’'un oligonucleodtid que
reconeixia una zona comuna entre ambdés al-lels (Forward), simultaniament amb dos
altres oligonucleotids que reconeixen una zona especifica de cada al-lel (Reverse WT i

Reverse KO), tal com es mostra a la (Figura 67A).

A B
. 438bp
R-WT WT Npc2* Npc2*
o Fi=> ““~
Al-lelWT Exo 2 Exo 3
— — 438 bp — _J wa——
297 bp . .
Al-lel mutat Exo 2 LacZ
— Flp =
R-KO
297 bp

Figura 67. Genotipatge de la colonia dels ratolins NPC2. (A) Esquema dels lloc d'unié dels
oligonucleotids (fletxes verdes) que es van utilitzar a la PCR. L'oligonucleotid forward (F) hibridava a la zona
comuna dels dos al-lels i els oligonucleotids reverse WT (R-WT) i KO (R-KO) hibridaven a I'exé 3 i a la
casset d’expressid del LacZ a I'al-lel WT i mutat, respectivament. La linia discontinua delimita la zona
homologa entre els dos al-lels. El producte de la PCR a I'al-lel WT era de 438 bp i a I'al-lel mutat de 297 bp.
(B) Imatge representativa d’'un gel d'agarosa del genotipatge d’un ratoli WT (438 bp), Npc2*- (297 i 438 bp)
i Npc27- (297 bp).
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Les sequéncies dels oligonucledtids utilitzats sén les seglients: Forward: 5’-CTC
TTC CGG GTC ACT GAC AA-3’; Reverse WT: 5-CAA GGG AAT CAG GCT ACT GG
G-‘3; Reverse KO: 5- TAG GAA CTT CGG TTC CGG C-‘3. La PCR es va realitzar
utilitzant el kit comercial GoTaqg G2 Flexi DNA Polymerase (Promega Corporation) amb

les condicions detallades a la Taula 8.

Taula 8. Components de la reaccié de PCR de genotipaci6.

Reactiu Volum per 1 reaccié (ul)
5X GoTaq Flexi Green Buffer 3
MgCl> (25mM) 15
dNTP (25 mM) 0.3
Oligonucleotid Forward (10 uM) 0.3
Oligonucleotid Reverse WT (10 uM) 0.3
Oligonucleotid Reverse KO (10 uM) 0.6
GoTaq G2 Flexi DNA Polymerase (5U/ul) 0.1
DNA genomic 1
Aigua Mili-Q 8
Volum final 15

La reacci6 consistia en una desnaturalitzacio inicial de 3 min a 95°C seguida de
40 cicles que inclouen una desnaturalitzacié de 30 s a 95°C, una hibridaci6é de 30 s a

63°C i una elongacié de 15 s a 72°C, i una fase final d’elongacié de 5 min a 72°C.

Un cop realitzada la PCR, les mostres es carregaven en un gel d’'agarosa al 1%
amb bromur d’etidi o RedSafe. La mida de les bandes esperada era de 438 bp pels
ratolins WT, dues bandes de 297 i 438 bp pels ratolins heterozigots (Npc2*") i una banda

de 297 per als ratolins homozigots per a la mutacié (Npc2™) (Figura 67B).

2.2. Técniques de manipulaci6 del DNA
2.2.1. Preparacio del DNA plasmidic

Les minipreparacions de DNA plasmidic es van dur a terme mitjangcant un
protocol basat en la lisi alcalina descrit préviament (Birnboim, 1978). Quan es van

necessitar quantitats més grans de DNA, es van utilitzar els kits comercials PureYieldTM
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Plasmid MaxiPrep System (Promega Corporation) i EndoFree Plasmid Mega/Giga Kit
(Qiagen).

2.2.2. Digestié del DNA amb enzims de restriccio

Cadascun dels enzims de restriccio utilitzats requerien d’'unes condicions de
reaccié especifiques pel que fa a pH, forca idnica, temps i temperatura de digestié. Per
tant, en cada cas especific es van seguir les instruccions dels proveidors (New England
Biolabs, Roche o Fermentas). En termes generals, el DNA va ser digerit mitjancant 0,5
unitats d’enzim per ug de DNA durant 2 hores amb el tampo especific per cada cas. Els
productes de digestio es van analitzar mitjangant els gels d’agarosa a I'1% p/v. Quan es
va fer necessaria la utilitzacié de dos enzims de restriccié, ambdues digestions es van
dur a terme simultaniament si els 2 enzims actuaven eficientment amb el mateix tampé
i temperatura. Si els enzims tenien requeriments diferents, després de la primera
digestié es va purificar el DNA per tal d’eliminar-ne les sals, els enzims i d’altres restes
de la reaccio, mitjancant el kit comercial GeneJET™ Gel Extraction kit (Fermentas),
seguint les instruccions del proveidor. Finalment, el DNA es va eluir en 30 ug d’aigua i
posteriorment es va digerir amb el segon enzim de restricci6 en les condicions

especifiques que requeria el segon enzim.

2.2.3. Desfosforilacié dels fragments de DNA

Com que el DNA plasmidic es pot relligar després d’haver estat digerit, es poden
eliminar els residus de fosfat dels extrems 5’ per tal d’evitar-ho. Per a la desfosforilacio,
es va utilitzar 1 unitat de fosfatasa alcalina amb el tamp6 comercial a 1x per cada 1-5
ug de DNA (FastAP™ Thermosensitives Alkaline Phosphatase, Fermentas). Després
d’'incubar les mostres a 37°C durant 10 min, es va procedir a la inactivacio de la fosfatasa

alcalina a 75°C durant 5 min.

2.2.4. Generacioé d’extrems roms

Quan el clonatge dels constructes requeria la lligacié d’extrems roms, es van
tractar els fragments de DNA amb extrems cohesius amb el fragment de Klenow (DNA
Polymerase |, Large (Klenow) Fragment, Fermentas), seguint el protocol del fabricant.

En preséncia de la doble cadena de DNA i de dNTP, el fragment de Klenow emplena
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els extrems protuberants 5’, mitjangant I'activitat polimerasa 5°—3’, i elimina els extrems

protuberants 3’, a causa de I'activitat exonucleasa 3'—5’.

2.2.5. Lligacié dels fragments de DNA

La T4 DNA ligase (New England Biolabs) es va utilitzar per a les reaccions de
lligacié seguint les instruccions de la casa comercial. Les reaccions de lligacié es van
dur a terme amb el tampé de lligacié especific suplementat amb adenosina trifosfat

(ATP) durant 30 min a temperatura ambient.

2.2.6. Transformaci6 de les cél-lules competents

El DNA plasmidic es pot introduir a dins dels bacteris eléctricament competents
per un procés de transformacio eléctrica o electroporacid. Es va barrejar un volum de 40
ul de cél-lules competents XL2-blue (2x10%° cél-lules/ml) i 10 ng de DNA en un volum
d’1 pl i es van mantenir en gel durant 5 min. Posteriorment, es va dur a terme
I'electroporacio a 2500 V mitjangant un electroporador (Bio-Rad). A continuacio, es va
afegir 200 ul de medi LB preescalfat a 37°C a la solucio d’electroporacié. Finalment, es

va realitzar la sembra en placa sobre medi LB amb I'antibidtic corresponent.

Per altra banda, els bacteris quimicament competents (Dh5a i Stbl3) es van
transformar per xoc térmic. En aquest cas, les cel-lules competents i el DNA es van
mantenir en gel durant 30 min. Posteriorment, es va realitzar el xoc térmic a 37°C durant
20 s amb les cél-lules Dh5a o a 42°C durant 45 s amb les Stbl3. A continuacio, es van
incubar 60 s en gel i es van sembrar en placa sobre medi LB amb [Iantibiotic

corresponent.

2.2.7. Purificaci6 i resoluci6é del DNA

Per a la separacio i purificaci6 dels fragments de DNA, es van utilitzar
electroforesis en gels d’agarosa a I'1% p/v. La localitzacié i mida relativa dels fragments
de DNA es va determinar per la tincié del gel amb baixes concentracions de bromur
d’etidi (0.5 pg/ml) o RedSafe (1x) (iNtRON Biotechnology). Els diferents fragments de
DNA es van visualitzar amb llum ultraviolada de baixa longitud d’ona (310 nm) mitjangant
una camera integrada en un transil-luminador (Syngene). Com a marcadors de pes
molecular, es van utilitzar els marcadors comercials DNA ladder 1 kb i/o DNA ladder 100

bp (Invitrogen).
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Préviament, els gels havien estat preparats mitjangant la dissolucié de I'agarosa
amb el buffer d’electroforesi 1x TAE (Tris-acetat pH 8.3, 40 mM i EDTA 1 mM) juntament
amb la proporcié corresponent de bromur d’etidi o RedSafe. Les mostres es van carregar
al gel amb tampd de carrega 10x (Invitrogen) i la separacio del DNA es va dur a terme

en el tampéd d’electroforesi 1x TAE al voltant de 90 V.

Quan es feia necessaria I'extraccio i la purificacio d’algun dels fragments de DNA
separats, aquesta es realitzava amb el kit comercial GeneJET™ Gel Extraction kit
(Fermentas). Finalment, la quantificaci6 del DNA es va dur a terme en un

espectrofotdometre (Nanodrop 1000 spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific).

2.3. Teécniques d’obtencid i manipulacié del RNA
2.3.1. Aillament i purificacié de RNA total

L’aillament de RNA total es va dur a terme mitjangcant 'homogeneitzacié de
mostres congelades en TriPure Isolation Reagent (Roche) amb un politré. L’extraccio de
RNA es basa en una extracci6 de fenol-cloroform de teixits homogeneitzats utilitzant la
tiocianat guanidina com a inhibidor de la ribonucleasa. La fracci6é corresponent al RNA
es va extreure mitjangant I'addicié de 0.2 ml de cloroform per cada ml de Tripure, i
seguidament es van utilitzar les columnes d’adsorcié per a la purificaci6 del RNA,
RNeasy Mini Kit (Qiagen) seguint les instruccions del fabricant. Totes les mostres es van
tractar amb DNasa | directament a la columna amb el kit comercial RNase-Free DNase
Set (Qiagen), seguint les instruccions del fabricant. Després de realitzar dos rentats a la
columna amb el tampé corresponent, es va eluir el RNA total per mitja de I'addicié de
30-50 pl d’aigua Mili-Q. Finalment, la concentracio i la qualitat de les mostres de RNA
es va determinar mitjancant la mesura de l'absorbancia al rang ultraviolat amb

I'espectrofotdmetre NanoDrop ND-1000 (Termo Fischer Scientific).

2.3.2. Sintesi del cDNA

Es va retrotranscriure 1 pg de RNA total a cDNA utilitzant el kit comercial
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis (Roche), seguint les instruccions del fabricant.
Es van utilitzar oligonucleotids Oligo-dT i hexamers aleatoris per a 'amplificacié del

cDNA en preséncia de Protector RNase Inhibitor, present al kit comercial (Roche).
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2.3.3. Quantificacioé de I’'expressio del mRNA per gPCR

Després de la retrotranscripcid, el cDNA de les mostres es va diluir 1/10 per tal
de dur a terme la qPCR. La gPCR es va realitzar amb els kits LightCycler® 480
SybrGreen | Master (Roche), seguint les instruccions del fabricant (Taula 9). Els

oligonucledtids utilitzats s’indiquen a la Taula 10.

Taula 9. Components de la gPCR mitjancant SybrGreen.

Reactiu Volums per 1 reaccio (uL)
2x LightCycler 480 SybrGreen | Master 5

Primer Forward (10 mM) 0.2

Primer Reverse (10 mM) 0.2

Aigua Mili-Q 2.6

cDNA diluit 1/10 2

Volum total 10

Taula 10. Llista d’oligonucleotids utilitzats a la qPCR.

Gen Oligonucleotid (5°—3’)

Forward TACAACCAGTACACCTTCTCGG
mmMag

Reverse ATACAACTGACCTCCACTTCCG

Forward TTCCAGAGGCCAACATCAAG
mmPIpl

Reverse AGGAGCCATACAACAGTCAG

Forward AGTTTCCAAGACCAACGCTGC
mmuUgt8a

Reverse TGTTCCTGAGCACCACTTACC

Forward AAGGACTGCGGCTCTAAGGT
mmNpc2

Reverse TGCTGTTCTGGGACTGAGTG

Forward CCATCCAGAAAGACAAGGTG
omNpc2

Reverse TCTTCCAGCTTCCATTCCAC

Forward ACTGGTCTAGGACCCGAGAGG
mmRplp0

Reverse TCCCACCTTGTCTCCAGTCT

Forward TGGTCATCCAGCAGGTGTTCGA
hsRPLPO

Reverse ACAGACACTGGCAACATTGCGG

mm: Mus musculus; om: optimitzada murina; hs: Homo sapiens.
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2.4. Transfeccio de cultius cel-lulars HEK-293 amb DNA plasmidic

Per a la transfeccié in vitro de cultius cel-lulars HEK-293 amb DNA plasmidic, es
va seguir el protocol comercial Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen), basat en la transfeccié
del DNA amb liposomes cationics. Breument, cultius adherents de cél-lules HEK-293 en
plagues de 6 pous (Thermo Fisher Scientific) es van transfectar amb 4 pg de DNA
plasmidic inclos a l'interior dels liposomes catidnics formats per la Lipofectamina, seguint
les instruccions del fabricant. Passades les 48 hores d’incubacio, es va recollir per
separat el medi de cultiu i les cel-lules (aquestes en 1 ml de H,O Milli-Q), i es van

emmagatzemar a -80°C fins a la seva posterior analisi.

2.5. Produccio, purificacié i titulacié de vectors virals adenoassociats
2.5.1. Produccié i purificacio

Les particules infectives de vectors virals AAV9 es van generar en cultius
cel-lulars HEK-293 cultivats en Roller bottles (RB) (Greiner Bio-One) mitjangant el
protocol de triple transfeccié (Ayuso, 2010) que implica la utilitzacié6 de 3 plasmidis
(Figura 68). Aquest protocol basat en la precipitacié dels virus mitjancant PEG i la
ultracentrifugacié amb gradients de CsCl permet eliminar practicament el contingut de
capsides buides i disminuir les impureses proteiques, augmentant d’aquesta manera la
puresa de la preparacio viral final, la qual cosa resulta en uns nivells de transducci6 in

vivo més elevats (Ayuso, 2010).

Les cel-lules HEK293 es van cultivar fins a assolir una confluéncia
d’aproximadament el 80% en el medi DMEM suplementat amb un 10% de FBS + 1%
Penicil-lina/estreptomicina. La co-transfecci6 de cada RB es va dur a terme en 15 ml de
PEI MAX (Polysciences) - DNA (en una proporcio 2:1 p/p) en DMEM + 1%
Penicil-lina/estreptomicina. La mescla de DNA consisteix en 20 ug del plasmidi d’interes
(amb les sequeéncies ITR i la casset d’expressio, que conté el promotor CAG, el cds de
la NPC2 murina optimitzada i la seqiéncia poliA), juntament amb 100 ug del plasmidi
accessori pRep2Cap9 (plasmidi d’expressio codificant per les proteines de la capsida
proteica de les particules virals i per les proteines necessaries per la replicacio viral) i
100 pg del plasmidi pAdHelper (plasmidi d’expressio codificant per a les proteines
adenovirals auxiliars necessaries) (Figura 68). El plasmidi pRep2Cap9 va ser cedit per
la Dra. Katherine High del Children’s Hospital of Philadelphia.
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Figura 68. Representacié esquematica de la producci6 dels vectors virals AAV pel protocol de triple
transfeccio. Per a la produccié de vectors AAV, ambdos ORFs virals (rep i cap) sén substituits per la casset
d’expressié flanquejada per les senyals d’empaquetament viral (ITRs). Les proteines virals rep i cap
s‘aporten en trans pel plasmidi accessori pRep2Cap9. Les funcions del virus auxiliars es proporcionen en
trans mitjangant la transfeccié d’un tercer plasmidi, anomenat plasmidi pAdHelper, codificant pels gens
adenovirals necessaris per a la produccié dels AAV (Adaptat de Bining, 2008).

A continuacio, 72 hores post-transfeccio, es van recollir i centrifugar les cel-lules
a 25009 durant 15 min a 4°C. El medi de cultiu es va guardar a 4°C. El pellet cel-lular es
va reconstituir en tamp6é TMS (50mM TrisHCI, 150mM NaCl, 2mM MgCl;, pH 8.0) i es
va sonicar per lisar les cel-lules i alliberar els virus del seu interior. El lisat es va
centrifugar a 2500g durant 30 min i el sobrenedant d’aquesta centrifugacié es va afegir
al medi de cultiu préviament guardat a 4°C. A continuacio, les particules virals es van
precipitar mitjancant una incubacié de 15h en PEG 8000 al 8% (Sigma) a 4°C. Passat
aguest periode, els vectors es van precipitar per centrifugacié a 4000g durant 30 min.
Aquest nou pellet, que contenia els vectors virals tant del medi de cultiu com de les
cel-lules, va ser reconstituit amb TMS, tractat amb benzonasa (Merck) durant 1h a 37°C
i finalment centrifugat a 10000g durant 10 min. El sobrenedant resultant es va carregar
en tubs de 37.5 ml Ultra clear (Beckman) que contenien un gradient discontinu de CsClI
de densitat 1.5 (5ml) i 1.3 g/ml (10ml). A continuacio, van ser centrifugats durant 17 h a
27.000 rpm en un rotor SW28 (Beckman). Les bandes de virus (Figura 69) van ser
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recollides mitjancant agulles de 18G i es van transferir a tubs Ultra clear de 12.5 ml. La
resta del tub de 12.5 ml es va emplenar amb CsCl a 1.379 g/ml per tal de generar un
gradient continu. Aquests tubs es van centrifugar a 38.000 rpm en un rotor SW40Ti
(Beckman) durant 48 h (Figura 69). Finalment, es van recollir i dialitzar les bandes
corresponents a les particules virals plenes en PBS + 0.001% Plurdnic F68 mitjancant
una membrana de 10 kDa (Thermo Fisher Scientific), i posteriorment es van filtrar

mitjancant filtres de 0.22 um (Millipore).

1r gradient de CsClI 2n gradient de CsClI
Capsides
Capsides buides buides
Capsides plenes
Capsides
plenes

Figura 69. Purificacié dels vectors AAV. El primer gradient de CsCl permet separar els vectors que
contenen el transgén (capsides plenes) de la majoria d'impureses i capsides buides. El segon gradient
permet separar els vectors que contenen el transgén (capsides plenes), de bona part de les impureses i
capsides buides. El segon gradient de CsCl permet separar les capsides plenes, d’'impureses de densitat
similar a la de les capsides plenes, d’espécies intermitjes i de capsides buides. Adaptat d’Ayuso, 2010.

2.5.2. Titulacié de genomes virals

La titulacié dels genomes virals dels diferents lots de vectors AAV generats es
va realitzar mitjangant el métode del PicoGreen (Thermo Fisher Scientific). Per a
comprovar la validesa dels resultats, es va quantificar paral-lelament un vector de
referéncia de titulaci6 coneguda. El PicoGreen és un fluorocrom d’alta sensibilitat que
s’'uneix al DNA de doble cadena, sent molt robust a la contaminacio per proteines, DNA
de cadena simple o RNA. Primer, es van lisar les capsides per alliberar el DNA de
cadena simple positiva i negativa encapsidat, de tal manera que puguin hibridar i generar
el DNA de cadena doble. Es va utilitzar DNA de concentracié coneguda (fag lambda)

subministrat pel fabricant per a generar una corba de calibratge.

Per a assegurar que no es va sobreestimar el titol dels vectors a causa de

contaminacié amb DNA restant del procés de produccié i purificacié, es van processar
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en paral-lel els vectors sense lisar. D’aquesta manera, es va poder quantificar el DNA

no encapsidat i es va restar al titol obtingut del vector lisat.

Per a lisar les mostres, es van afegir 2 ul de cada preparacié del vector viral a 8
pl de PBS + 0.001% Pluronic F68 i 10 ul de tampd de lisi (20 mM Tris-HCI, 200 mM NacCl
i 0.2% SDS, pH 7.4). Posteriorment, es van incubar 1 h a 70°C. Paral-lelament, es va
afegir 2 yl de les mostres no lisades de cada preparacio del vector viral a 8 yl de PBS +
0.001% Pluronic F68 i 10 ul de tampd TE (10 mM Tris, 1mM EDTA, pH 8). Aquestes
mostres es van mantenir a temperatura ambient. Finalment, es va afegir 180 ul de tampé

TE als 20 pl de les mostres lisades i no lisades.

Es va fer una dilucié seriada de DNA de referencia amb el tamp6 TE per a

generar una corba de calibracié.

En una placa negra de 96 pous, es va afegir 180 pl de PicoGreen a una
concentracié 1X en tampo6 TE. Seguidament, es va afegir per triplicat 20 pl del DNA de
referéncia, de les mostres lisades, de les mostres no lisades i dels blancs (tamp6 TE).
El fluorocrom va ser excitat a 485 nm i la fluorescencia va ser mesurada a 535 nm en el
fluorimetre Synergy HTX (BioTek Instrument). El valor de fluorescéncia dels blancs
(soroll de fons) es va restar a la resta de pous. A més a més, el valor de fluorescéncia
de les mostres no lisades es va restar a les mostres lisades (on el genoma viral es troba
en forma de doble cadena). El titol de les diferents produccions de vector (Taula 11) es
va obtenir per interpolacié de la fluorescencia obtinguda a la regressié lineal de la

fluoresceéncia de la corba de calibracié.

Taula 11. Quantificacié dels genomes virals

Vector viral Titol (vg/ml)
AAV9-CAG-omNpc2 (1a produccid) 1.21-10%
AAV9-CAG-omNpc2 (2a produccid) 2.90-10%3
AAV9-CAG-omNpc2 (3a produccio) 1.09-10%*

2.5.3. Quantificaci6 de particules virals

L’analisi per electroforesi en gels d’acrilamida SDS-PAGE i la tinci6 amb Sypro
Ruby permet determinar la quantitat de capsides produides. Aquest valor, juntament
amb el nombre de genomes virals, permet saber el percentatge de capsides buides

(genomes virals/nombre de capsides). Per altra banda, aquest metode també és util per
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visualitzar el grau de contaminacié amb altres proteines no virals, fet que en pot alterar
la capacitat infectiva in vivo. El volum apropiat del vector d’interés i diferents dilucions
d’'un vector de referéncia de concentracié coneguda es van barrejar amb Laemmli 4X a
un volum final de 20 pl. Després d’incubar-los 5 min a 95°C, les mostres es van carregar
a un gel d’acrilamida Bis-Tris de 15 mm i 15 pous (Thermo Fisher Scientific) i es van
cérrer a 120 V durant 2 h i 30 min. Les proteines es van fixar amb Metanol-Acetic.
Posteriorment, es va incubar el gel en 100 ml de Sypro Ruby Protein Gel Staining
(Thermo Fisher) fins al mati seglient. Es van fer dos rentats del gel, primer en metanol-
aceétic i després en aigua Mili-Q. Finalment, es va mesurar la fluorescéncia de les
proteines en un transil-luminador UV (Syngene). El titol de les particules virals es va
obtenir per densitometria. Es va generar una corba de calibracié a partir de la intensitat
de la proteina VP3 en cada una de les dilucions del vector de referéncia, de la qual es

va interpolar la concentracié de les preparacions de vector analitzades.

2.6. Administracio in vivo dels vectors AAV
2.6.1. Administracié6 intracisterna magna dels vectors AAV9 a ratolins

L’administracié intracisterna dels vectors virals AAV9 en ratolins es va realitzar
sota anestesia, mitjancant una injeccié intraperitoneal de Ketamina (100 mg/kg) i
Xilacina (10 mg/kg). Un cop anestesiats, es va rasurar el pél de la part posterior del cap,
des de les orelles fins a aproximadament les escapules, i es va realitzar una petita incisié
de 2-3 mm a la zona corresponent al final del crani i inici de la columna vertebral,
coincidint amb la linia mitjana. Els animals es van mantenir en posicidé de decubit supi,
amb el cap inclinat cap avall en un angle d’aproximadament 60° respecte I'horitzontal.
Seguint el mateix angle d’inclinacio, es va introduir una agulla de 34G unida a una
xeringa Hamilton (Hamilton Company) per tal d’accedir a la cisterna magna a través del
foramen magnum. A continuacio, es va administrar 5 pl del vector viral a la dosi escollida
al LCR a través de la cisterna magna. Degut al fet que el SNC era el principal
compartiment diana del vector viral, tots els ratolins van ser administrats amb una
quantitat total de genomes virals fixa (5x10°vg o 1x10'!vg), independentment del
genere o del pes corporal. Un cop administrat el vector viral, es va retirar 'agulla de la

cisterna i la incisio a la pell es va segellar amb 'adhesiu tissular Histoacryl® (B. Braun).
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2.6.2. Administracio6 intravenosa dels vectors AAV9 a ratolins

L’administracié intravenosa dels vectors virals AAV9 a ratolins es va realitzar a
través d’una de les dues venes caudals laterals de la cua. Per a immobilitzar els animals
durant 'administracio, es va utilitzar un restrainer (Harvard Apparatus). Els vectors virals
van ser diluits a la concentracio requerida amb PBS + 0.001% Pluronic F68 en un volum
final de 200 pL i administrats utilitzant una agulla de 26G. Per a facilitar la injeccié, es
va exposar els ratolins a llum infraroja de 250 W (Philips) durant uns minuts per a induir

la vasodilatacio.

2.7. Eutanasiai obtencié de mostres bioldogiques post mortem de ratolins

Al moment del sacrifici, els ratolins van ser anestesiats mitjancant una injeccio
intraperitoneal de Ketamina (100 mg/kg) i Xilacina (10 mg/kg). A continuacio, i sota els
efectes de I'anestésia, es va obtenir sang per puncié intracardiaca del ventricle esquerre,
gque es va mantenir a 4°C fins que va ser processada. Posteriorment, els ratolins es van
perfondre amb 12 ml de PBS a través del ventricle esquerre , per tal d’eliminar la sang
dels vasos sanguinis dels diferents teixits i evitar aixi la seva possible interferéncia en
les posteriors determinacions. Un cop perfosos, es va procedir a I'extraccio dels diferents
organs i teixits. En el cas del cervell, aquest es va dividir longitudinalment en els dos
hemisferis (dret i esquerre) i cadascun d’ells alhora es va subdividir en 5 regions
coronals més, essent la regio “I” la més frontal i la regio “V” la més caudal (Figura 70).
Tots els fragments de cervell i la resta de teixits disseccionats es van mantenir a -80°C
fins al seu processament. Una part de cadascun dels teixits (en el cas del cervell, un
hemisferi sencer) també va ser immersa o/n en paraformaldehid al 4% per tal de
realitzar-ne la seva posterior inclusié6 en blocs de parafina o bé en OCT que,
seguidament, es van congelar a -80°C. Les mostres de sang es van centrifugar a 6000
g a 8°C durant 10 min. El sobrenedant, el sérum, es va transferir a un nou tub i es va

mantenir a -80°C fins al seu processament.
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Figura 70. Subdivisio del cervell muri en diferents parts per a posteriors determinacions.

2.8. Quantificacié de genomes virals als teixits

Per a quantificar els genomes virals del vector AAV9-omNpc2, es va extreure el
DNA amb el MasterPure™ DNA Purification Kit (Lucigene), seguint les instruccions del
fabricant. Breument, es van digerir uns 5 mg de teixit en 300 pl de tampd XX amb
proteinasa K a 56°C o/n. Per a degradar el RNA, es va afegir RNAsa A i es va incubar
a 37°C durant 30 min. Posteriorment, es van precipitar les restes cel-lulars (lipids i
proteines) amb el MPC protein per centrifugacié. El sobrenedant, que contenia el DNA,
es va precipitar amb isopropanol i després dels rentats amb etanol es va resuspendre

en un volum adequat d’'H,O Milli-Q segons/depenent el teixit.

La quantificacié dels genomes virals es va realitzar mitjan¢cant una gPCR amb
una sonda TagMan (Taula 12) per a detectar la seqiiéncia omNpc2 amb el kit
LightCycler® 480 Probe Master (Roche), segons les condicions del fabricant. La
quantificaci6 es va realitzar per extrapolaci6 d’'una corba de calibratge amb

concentracions conegudes del vector de produccié pAAV-CAG-omNpc2.

Taula 12. Sequencies dels oligonucleotids utilitzats a TagMan.

Gen Sequencies (5’—3’)

Forward GGTAGCTGTACACCTTGTCTTT

omNpc2 Reverse CAGAGTGCCCTTCCCAATC

Sonda 56-FAM/CTGCAAGAG/ZEN/CGGCATCAACTGC/3IABKFQ
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2.9. Western blot
2.9.1. Quantificaci6 del contingut proteic pel métode del BCA

Per tal de quantificar el contingut proteic tant dels extractes cel-lulars dels cultius
HEK-293 com dels extractes de teixits analitzats per Western blot, es va utilitzar el
métode de I'acid bicinconinic (BCA) (Thermo Fisher Scientific). Aquest métode esta
basat en la reducci6é de cations Cu?* a Cu*! en presencia de proteines a causa de la
reaccié de biuret. Els ions Cu*! sén quelats pel BCA i produixen un complex amb un

maxim d’absorbancia a 562 nm.

Per a obtenir els extractes proteics, es va homogeneitzar per sonicacié les
mostres de cervell i fetge (uns 50 mg) en 300 o 500 pl, respectivament, de tampé de lisi
(Tris 50 mM pH 7.5, sucrosa 0.27 M, EGTA 1 mM, EDTA 1 mM, NaF 50 mM, Na-3-
glicolfosfat 10 mM, Ppi 5 mM, Trité X-100 1%) suplementat amb un inhibidor de
proteases (Complete®, 1 pastilla/50 ml) (Roche). En el cas dels cultius cel-lulars, les
cel-lules recollides dels pous de plaques de 6 pous van ser sonicades en 1 ml de tamp6
de lisi. Els extractes sonicats es van centrifugar a 10.000g durant 10 min a 4°C i es va
recuperar el sobrenedant. En una placa transparent, es va carregar per duplicat 25 pl
d’una dilucié apropiada en tampé de lisi de les mostres. La corba de calibratge es va
realitzar amb diferents quantitats (0-20 pg) d’albumina sérica bovina (BSA, Bovine
serum albumin), també per duplicat. Posteriorment, es va afegir 200 pl del reactiu de
BCA i es va incubar 30 min a 37°C. Finalment, es va mesurar I'absorbancia de les
mostres i la recta patr6 en un espectrofotometre Synergy HTX (BioTek Instruments) a
562 nm. Els valors d’absorbancia dels blancs (soroll de fons) es van restar als valors de
la recta patr6 i les mostres. La concentracié proteica de les mostres es va determinar

per extrapolacio de la regressié lineal de la recta patré de BSA.

2.9.2. Electroforesi en gels d’acrilamida (SDS-PAGE)

L’expressié proteica es va analitzar per electroforesis en gels d’acrilamida de
dues fases en preséncia de SDS. La part superior del gel, I'stacking gel (3.2 % p/v
acrilamida/bisacrilamida, 0.125 M Tris-HCI, 0.1 % p/v SDS, 2.7 % v/iv TEMED, 1.3% p/v
Persulfat d’'amoni), conté una baixa concentracié d’acrilamida per a permetre I'apilament
i compactament de les proteines en una Unica banda. A sota, el resolving gel (12 % w/v
acrilamida/bisacrilamida, 0.375 M Tris-HCI, 0.1 % p/v SDS, 0.02 % p/v persulfat d’amoni,
0.01 % v/v TEMED) permet la correcta separacié de les proteines per pes molecular.

Abans de carregar-les al gel d’acrilamida, les mostres proteiques (entre 10 i 30 ug) es
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van incubar en 0.2 volums de tampé de carrega Laemli 6x (20 mM tampo fosfat pH 7,
30% v/v glicerol, 4 % wiv SDS, 2 % v/v 3-mercaptoetanol, amb blau de bromofenol) a
95°C durant 3 min. L’electroforesis es va dur a terme a 100 V durant 1.5-2 h en tampo
d’electroforesis (25 mM Tris, 200 mM glicina, 0.1 % w/v SDS). Per a facilitar la
identificacié de les bandes, es va utilitzar un marcador de pes molecular pre-tenyit de

rang ampli (Thermo Fisher Scientific).

2.9.3. Electrotransferéncia de les proteines a la membrana de PVDF

L’electrotransferencia de les proteines des del gel d’acrilamida a les membranes
de PVDF Immobilon-P (Millipore) es va realitzar en el tamp6 de transferéncia (25 mM
Tris, 150 mM glicina, 20% v/v metanol) 1.5 h a 100 V a 4°C. Préviament, es van activar
les membranes de PVDF en metanol i es van equilibrar en el tampé de transferéncia.
Es va comprovar la correcta transferéncia de les proteines mitjancant la tincié amb
ponceau, un colorant que s’uneix de forma reversible a les proteines. Finalment, si les
membranes s’havien d’utilitzar al moment es deixaven en tampé TBS (25 mM Tris-HCI,

137 mM NaCl); en cas contrari, es rentaven 5 s amb metanol i s’eixugaven.

2.9.4. Incubaci6 i revelat

Abans de la incubacié amb els anticossos, es va bloquejar la membrana en blotto
10% (10% p/v de llet en pols desnatada, 25 mM Tris-HCI, 137 mM NacCl, 0.05% Tween
20) a temperatura ambient una hora. La incubacié amb I'anticos primari es va realitzar
a una dilucié concreta en blotto 5% (5% p/v de llet en pols desnatada, 25 mM Tris-HCI,
137 mM NacCl, 0.05% Tween 20) a temperatura ambient durant 1 h o a 4°C o/n.
Posteriorment, es van fer 2 rentats rapids i 2 rentats de 5 min amb TBS-T 0.05% (25 mM
Tris-HCI, 137 mM NaCl, 0.05% Tween 20). La incubacié amb I'anticds secundari unit a
la peroxidasa es va realitzar a temperatura ambient durant 1 h, també diluit en blotto
5%, i seguidament es van realitzar 2 rentats rapids i 2 rentats de 10 min amb TBS-T
0.05% i un final de 5 min en TBS. A continuacio, es va procedir a la immunodeteccio
mitjangant el producte comercial Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate
(Millipore), segons les especificacions del fabricant. Finalment, es va exposar un film
fotosensible a les membranes per a la visualitzacio de la senyal. La quantificacio de les

bandes es va realitzar per densitometria, utilitzant el programari lliure ImageJ (NIH).
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2.10. Determinacié de les activitats enzimatiques
2.10.1. Quantificaci6 del contingut proteic pel métode del Bradford

El contingut proteic dels extractes cel-lulars o dels teixits on s’havia de determinar
les activitats enzimatiques es va realitzar amb el métode de Bradford. Aquest métode
esta basat en el canvi de color que experimenta el colorant Coomassie briliant blue quan

s’uneix a les proteines, que passa d'un pic d’absorbancia de 495 nm a 595 nm.

Per a produir els extractes proteics, es va homogeneitzar per sonicacié els
diversos teixits en 200-500 pl d’H>O Milli-Q o les cél-lules en 500 pl d’'H>O Milli-Q. Un
cop sonicades, les mostres es van centrifugar a 10.000 g a 4°C durant 10 min i es va
recuperar el sobrenedant. Posteriorment, es va preparar per duplicat una dilucié
apropiada dels extractes proteics en H,O Milli-Q en un volum final de 800 ul i s’hi va
afegir 200 pl del reactiu de Bradford (Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad). La corba de
calibratge es va preparar per duplicat amb 0-20 ug de BSA. Després de 5 minuts
d’'incubacio, es van transferir 200 ul de la corba de calibratge o dels extractes proteics
diluits a una placa transparent de 96 pous. La mesura de I'absorbancia es va realitzar a
595 en un espectrofotometre Synergy HTX (BioTek Instruments). La concentracio dels
extractes proteics es va calcular a partir de I'extrapolacié dels valors de la recta de

calibratge.

2.11. Determinacio de I'activitat B-HEXO i HGSNAT

Les activitats enzimatiques es van determinar utilitzant substrats comercials
conjugats a la 4-metilumbeliferona (4MU), un compost fluorescent. El fonament de la
tecnica consisteix en la hidrolisi del substrat gracies a I'activitat enzimatica que resulta
en l'alliberacié de la 4MU. La 4MU només emet fluorescéncia quan no es troba unida al
substrat. Les condicions es detallen a la Taula 13. Breument, una quantitat determinada
de proteina total dels corresponents extractes proteics o una dilucié determinada de les
mostres de sérum es van incubar a 37°C juntament amb el substrat diluit en el tampé
apropiat. Transcorregut el temps d’incubacio, la reaccié enzimatica es va aturar amb
I'addicié de 200 ul de tamp¢d stop alcali (0,5M NaHCO; / 0,5 M Na,COs, pH 10,7 +
0,025% de Trité X-100), i la fluorescencia emesa es va llegir en un espectrofotometre
Synergy HTX (BioTek Instruments) utilitzant un filtre d’excitacié 360/40 nm i un filtre
d’emissié 460/40 nm. L’activitat es va calcular per extrapolacié de la fluorescéncia
detectada amb una recta patr6 formada per dilucions seriades de 4MU i es va

normalitzar per la quantitat de proteina total carregada.
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Taula 13. Condicions de I’activitat B-HEXO i HGSNAT.

Enzim Mostra Substrat VEIpE o/ Incubaci6 Tamp6 stop S .
substrat comercial

0.1 ug

B-HEXO g?xllltl) MU-BGICNAC 0.2 M NaoHPO4/ 1h, 37°C ?bSSMMNSHCCOOB Sigma
. . . - . az 3

(serum) gﬂ\" aeid etric + Trit6 0.025%

30 ug MU-BGIcNH2 ' o pH 10.7 Carbosynth
HGSNAT (teixit) + AcCoA 17h, 37°C i Sigma

2.12. Immunohistoquimica de seccions tissulars en blocs de parafina

Els teixits es van mantenir en formol al 4% durant 12h - 24h, van ser inclosos en
blocs de parafina i finalment se’'n van fer talls histologics amb un microtom Leica
RM2135 (Leica Biosystems). Les seccions tissulars es van desparafinar amb 2 rentats
de xilol i rehidratar amb un gradient d’etanol al 100% i 96% i PBS. Els anticossos que
requerien recuperacio d’epitops, segons indicacions del fabricant, es van tractar amb
tampé citrat amb una olla a pressié. Posteriorment, es va inhibir la peroxidasa endogena
amb Metanol al 30 % en PBS i 1% d’H>O- al 30% durant 30 min i es van fer 3 rentats de
5 min amb PBS. A continuacié, es va incubar o/n a 4°C amb els anticossos primaris
especifics (Apartat 1.3), es van fer 3 rentats amb PBS de 5 min i finalment es van incubar
amb el corresponent anticos secundari (Apartat 1.3) durant 1h a temperatura ambient.
El revelat es va dur a terme amb el reactiu ABC Complex (Vector Laboratories), el qual
empra 3,3’-diaminobenzidina (DAB) com a cromogen. Les imatges en camp clar es van

obtenir amb un microscopi optic Eclipse 90i (Nikon Instruments).

2.13. Determinacio de I’area positiva de les immunohistoquimiques de camp clar

Es va utilitzar el programari NIS Elements Advanced Research 2.20 (Nikon) per
quantificar la senyal positiva contra LIMP2, GFAP i BSIB4 de les analisis
immunohistoquimiques de I'encéfal en 3 - 5 imatges representatives (magnificacio
original 20x) de cada zona, mantenint els mateixos parametres per a tots els animals. El
percentatge d’area amb marcatge positiu es va calcular com a area positiva (en pixels)

de cada marcatge envers I'area total de la imatge.

2.14. Tinci6é amb complex de filipina

Els teixits es van mantenir almenys 17 hores en PFA 4%. Després de la fixacio,

es van deshidratar les mostres amb sucrosa al 30% en PBS durant 48 hores a 4°C
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(renovant la soluci6é de sucrosa cada 24 hores). Posteriorment, es van incloure en la
matriu d’inclusié M-1 (Thermo Fisher Scientific) i es van solidificar els blocs submergint-
los en isopenta refredat en N liquid. Els blocs es van mantenir a -80°C fins al seu
processament. Al moment de processar els teixits, es van introduir al criostat a una
temperatura de -15°C per a equilibrar la temperatura. Es van tallar almenys 2 seccions
de 14 um per mostra i es van unir per contacte al portaobjectes Superfrost Excell
(Thermo Fisher Scientific). Posteriorment, es van deixar 1 h a temperatura ambient per

a eixugar-se adequadament i assegurar-ne la unié al portaobjectes.

Per a dur a terme la tincié amb filipina, es van rehidratar els portaobjectes amb
3 rentats de PBS de 5 minuts. Seguidament , es van tornar a fixar en PFA 4% durant 45
min. Després de 3 rentats de 5 minuts en PBS, es va incubar els portaobjectes amb una
soluci6é de complex de filipina (0.05 mg/ml en PBS amb 10% FBS) a les fosques durant
2 h. Finalment, es van fer 3 rentats de 5 min en PBS i es van muntar els portaobjectes
utilitzant Vectashield (Vector Labs), sempre a les fosques.

Per a obtenir les imatges de fluorescéncia, es va utilitzar un microscopi Eclipse
90i (Nikon) amb un filtre UV.

2.15. Microscopia electronica de transmissio

Per tal d’obtenir les mostres per a MET es va anestesiar els ratolins amb
ketamina (100 mg/kg) i xilacina (10 mg/kg) intraperitoneal, es va extreure la sang per
puncié intracardiaca i es van perfondre amb tampé fosfat sodic 0.1 M (NaH:PO.-
NazHPO,). Una porcié d’aproximadament 1 mm? de cada teixit es va disseccionar, rentar
amb tampo fosfat sodic i es va fixar amb glutaraldehid al 2.5% a 4°C. A continuacié, els
teixits es van rentar amb tampo fosfat 0.1 M i es van fixar amb tetradxid d’osmi al 1% en
tamp¢ fosfat. Seguidament, es van deshidratar amb dilucions seriades d’etanol i es van
fixar en resina epoxidica. El talls semifins (500 nm) es van tenyir amb blau de toluidina
al 1% en solucié aquosa. Els talls ultrafins (60-80 nm) es van muntar en una reixeta de
coure i es van contrastar amb acetat d’uranil i citrat de plom. La visualitzacié es va

realitzar amb el microscopi electronic de transmissiéo JEM-2011 (JEOL).

2.16. Determinacié del contingut de colesterol al serum i als teixits

Per a I'extraccié de lipids dels teixits, es va partir d’'uns 100 mg de teixit, els quals

van ser homogeneitzats en 15 ml cloroform-metanol (2:1) en un politr6 i seguidament
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s’hi va afegir 3 ml H,SO4 0.05%. Els tubs es van agitar vigorosament i es va separar la
fase aquosa i 'organica deixant-los a 4°C o/n. El dia segtient, es va recuperar 1 ml de
la fase organica, s’hi va afegir 1 volum de trité X-100 1% en cloroform i es va deixar
evaporar la totalitat del volum a 90°C. Per tal de recollir els possibles lipids enganxats a
la paret del tub, es va afegir 1 ml de cloroform i es va evaporar a 90°C, procés que es
va repetir una segona vegada. Un cop evaporat, es va resuspendre el pellet en 0.5 ml

d’H>0 Milli-Q. Les mostres es van mantenir a -80°C fins al seu processament.

La determinaci6 del colesterol total es va realitzar a les mostres de sérum o als
extractes lipidics dels teixits mitjancant el kit ABX Pentra Cholesterol CP (Horiba) amb
I'analitzador Pentra 400 (Horiba).

2.17. Determinaci6 de la transaminasa AST al sérum

L’activitat AST es va mesurar a les mostres de serum amb el kit ABX Pentra AST
CP (Horiba) amb l'analitzador Pentra 400 (Horiba), seguint les especificacions del

fabricant.

2.18. Proves de comportament
2.18.1. Actimetre

L’activitat locomotora dels ratolins es va avaluar entre les 9 i les 14 h. Els animals
es van situar a l'interior d’'una arena amb parets transparents de metacrilat de 41x41x30
cm. Els ratolins es col-locaven a la cantonada inferior dreta, mirant cap a linterior.
L’arena estava subdividida virtualment en 3 zones concéntriques i equidistants: el
centre, la periféria i la vora (que correspon a tot I'espai excepte el centre). Una camera
digital enregistrava el moviment dels ratolins durant 10 minuts. Els diferents parametres
del test es van analitzar amb el software SMART v3 (Panlab) i es van tenir en compte
els 3 primers minuts de la prova, excepte la velocitat maxima i la laténcia d’entrada al

centre que es van avaluar durant la totalitat de la prova (10 min).

2.18.2. Rotarod

La prova del rotarod (LE 8200, Panlab) es va realitzar per avaluar la coordinacié
dels ratolins. Primerament, a 1 mes d'edat, es va aclimatar els ratolins a la prova

col-locant-los sobre el rotarod sense rotacio. Cada mes, es va realitzar la prova del
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rotarod 2 dies seguits, amb 3 intents per dia. La prova consistia en situar els ratolins
sobre del rotarod a una velocitat de 4 rpm, que s’accelerava fins a les 40 rpm en 60 s.
Es va anotar el temps que trigava cada ratoli a caure, que com a maxim estava limitat a
90 s. Si el ratoli es girava, es considerava l'intent nul i es repetia posteriorment. Entre
intents, es deixava descansar els ratolins com a minim 5 minuts. Per a I'analisi dels

resultats, es va tenir en compte el valor maxim per mes.

2.18.3. Mesh test

La prova del Mesh test es va realitzar per avaluar la coordinacio i la forca dels
ratolins. Consisteix en un marc de fusta de 45x45 cm amb una reixa metal-lica d’'1cm de
quadricula. Els ratolins es van col-locar damunt de la reixa, mirant cap a I'exterior, i es
va invertir la reixa un 2 s. Es va anotar el temps que trigaven a caure de la reixa, amb
un maxim de 60 s. Si el ratoli no queia, s’anotava el valor de 60 s. Es deixava descansar
els ratolins com a minim 5 minuts entre intents. Aquesta prova es feia per triplicat i es

calculava la mitjana dels 3 intents.

2.19. Analisi estadistica

Els resultats es van expressar com la mitjana £+ SEM. Les comparacions
estadistiques es van dur a terme mitjancant la prova de la t de Student no aparellada i
de doble via quan es comparaven 2 grups experimentals. Quan hi havia més de dos
grups experimentals, es va realitzar I'analisi de la variancia d’'un factor (ANOVA)
seguides del post-test de Dunnet (si es comparava tots els grups experimentals amb el
grup control) o del post-Test de Tukey (si es comparava tots els grups experimentals
entre ells). El métode de Kaplan-Meier es va utilitzar per a la mesura de la supervivencia,
i el log-rank test, per a les respectives comparacions multiples. Per a I'analisi de les
proporcions genotipiques, es va realitzar la prova de la X2 amb 2 graus de llibertat. Les
proves estadistiques es van realitzar amb el programa Prism 7 (GraphPad). La

significan¢a estadistica es va determinar quan p<0.05.
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