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Miembros del grupo (Octubre 2016)
— Adolfo Lopez de Munain (IP y Director)

» Maria Goicoechea (Investigadora postdoctoral)
* Ana Aiastui (Responsable plataforma cultivos celulares)
» Alba Mateos (Investigadora predoctoral)

* Neia Naldaiz Gastesi (Investigadora predoctoral)

— Ainara Vallejo (IP)

« Garazi Aldanondo (Investigadora predoctoral
» Haizpea Lasa (Investigadora predoctoral)
» Jaione Lasa (Investigadora predoctoral)

— Amets Saenz (IP)

» Leire Casas (Investigadora predoctoral)

— Patxi Gil Bea (IP)

» Gorka Guerefiu (Investigador post-doctoral)'-_\ ’x‘
* Monica Zufiria (Investigadora predoctoral) ‘Q

— Miren Zulaica (Lab manager)
— Karmele Arnaiz (Secretaria Administrativa)
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Lineas de investigacion del programa 'y
objetivos cientificos (1)

*Distrofias musculares: Duchenne/Becker & LGMD2A (A. Vallejo)

*OBJETIVOS
*Estudio de la homeostasis de calcio en distrofias musculares
*Mecanismos fisiopatoldgicos de la enfermedad
*Desarrollo de modelos in vitro: miotubos de raton y humanos, fibras aisladas, mioides
*Desarrollo de modelos in vivo: (murinos y pez cebra)
*Desarrollo de terapias farmacoldgicas, génicas y celulares
*Estudio invivo de la capacidad regenerativa de progenitores muscul ares
derivados de iPSs de pacientes con LGMD2A (A. Lépezd e Munain)

*OBJETIVOS
sEstablecer un modelo celular especifico derivado pacientes con LGMD2A para
esclarecer la fisiopatologia de la enfermedad.
*Determinar el papel de la calpaina 3 en el proceso de regeneraciéon muscular.
*Disponer de un modelo especifico de pacientes parar evaluar estrategias terapéuticas.
*Hacer correlaciones genotipo-fenotipo.
«Correccion genética de las mutaciones.



Lineas de investigacion del programa 'y
objetivos cientificos (I1)

* Regulacion de la expresion génica en distrofia de cintu ras LGMD2A (A. Séenz)

« OBJETIVOS

Establecer la relevancia de la regulacion de diferentes kinasas y determinar asi un
mapa de alteraciones en las rutas de sefnalizacion en los pacientes LGMD2A.
Regular las diferentes vias de degradacion proteica por medio de sobreexpresion de
factores de transcripcion.

Establecer la expresion de las proteinas implicadas en la autofagia en pacientes, con

el fin de determinar su peso relativo en la fisiopatologia de la fibra muscular.

 Bases moleculares del riesgo oncoldgico y envejecimien to en la distrofia
miotonica (A. Lopez de Munain & Ander Matheu)

« OBJETIVOS

Estudio de la prevalencia e incidencia de cancer Yy fenotipos asociados a un
envejecimiento prematuro en la cohorte HUD de pacientes con DM1
Caracterizacion de la firma genética y de miRNA asociada con un envejecimiento
prematuro e incremento de la susceptibilidad a cancer en pacientes DM1
|dentificacion de mutaciones genéticas en canceres d e pacientes con DM1
Estudio de los mecanismos moleculares compartidos  del envejecimiento y del
cancer en un modelo pre-clinico (fibroblastos humanos)

Generacion de un modelo animal (Zebrafish) de DM1 para evaluar una posible
terapia






TECNICAS DISPONIBLES EN EL GRUPO

Cultivos celulares Histologia

« Cultivos primarios de fibroblastos y mioblastos. » Procesamiento de piel y musculo en parafina
* Reprogramacion celular. y congelado.

« Diferenciaciébn miogénica de mioblastos e iPSs. * Criostato y microtomo.

» Transdiferenciacidén por sobreexpresion de MyoD. e Inmunofluorescencia

» Establecimiento de cultivos primarios de biopsias de « Inmunohistoquimica.

piel y de masa tumoral

* Cultivo de Cancer Stem Cells

* Metabolismo celular (SeaHorse)

* Generacion de lentivirus e infecciones lentivirales de
lineas comerciales y cultivo primario

Experimentacién animal

* Manejo animales murinos

» Administracion de sustancias en raton.
Biologia molecular » Diseccion de musculos en rata y raton.
e Citometriay sorting (Inbiomed). Biologia celular
» Western blot, gRT-PCR, southern blot.
* Exon skipping.

e Inmunoprecipitacion.

» Ensayos de viabilidad, proliferacion celular,
senescencia (SA b-Gal), diferenciacion celular,

« CRISPR/Cas9 migracion, invasion (colageno)
. RT-gPCR, Western-Blot « Ensayos in vivo: tumor growth, tumor initiation
« Inmunohistoquimica e inmunocitofluorescencia: (Sr?:tlcges nude), ensayos de esterotaxia (NOD-

proliferacion (pH3, Ki67), apoptosis (cleaved-Caspasa- ., _ .
3, PARP, p-H2AX) p-p38, p-AKT, p16, p21, beta- e Extraccion y cultivo de neuroesferas primarias
catenina, N/E-cadherinas, genes SOX, autofagia, etc. (SVZ)
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Myoblasts in confluence Day 0: Add ECM overlay and Day 3-4: Myotubes emergence Day 10-14 : Mature
change to DM1 Change to DM2 contractile myotubes
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Correccion Estudios IN VIVO Modelo
CRISPR/Cas9 de Regeneracion IN VITRO

muscular




microchannels




PLATAFORMA TRASLACIONAL DE
TESTADO DE FARI\/IACOS

*Ratén Prnp-TARDBP*A315T)95Balo/J
*Ratén B6SJL-Tg(SOD1*G93A)1Gur/J
*Ratén mdx

*Ratén NSG

*Ratén C3KO

Cultivos Neuromusculares
Ratéon
Humano

‘ - ~0 IPs—> diferenciacion miogeénica

A partir de precursores dérmicos (murino)

COMPUESTOS EN ESTUDIO

AHULKEN Inhibidores RyR-Calstabina --- Dra. Ainara
Vallejo-lllarramendi/Dr. Jesus Maria Aizpurua (UPV)

*Agonistas/Antagonistas ADM --- Dr. Alfredo Martinez
(CIBIR)

sTioredoxinas ancestrales --- Dr. Raul Pérez (CIC
Nanogune)
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nature,, .,
medicine RYCALS

i Ca2+

Hypernitrosylated ryanodine receptor calcium release
channels are leaky in dystrophic muscle

Andrew M Bellinger!, Steven Reiken!, Christian C:
Stefan Matecki®, Alain Lacampagne®* & Andrew

Skeletal Muscle ( BioMed Central

The Open Access Publisher

This Provisional PDF corresponds fo the article as it appeared upon acceptance. Fully formatted
PDF and full text (HTML) versions will be made available soon.

Leaky ryanodine receptors in beta-sarcoglycan deficient mice: a potential
common defect in muscular dystrophy

Skeletal Muscle 2012, 2:9  doi:10.1186/2044-5040-2-9

Daniel C Andersson (claesdanielandersson@gmail.com)
Albano C Meli (am3183@gmail.com)

Steven Reiken (sr372@columbia.edu)
Matthew J Betzenhauser (mjhetzenhauser@gmail.com)
Alisa Umanskaya (aumanskaya@gmail.com)
Takayuki Shiomi (ts2425@-columbia.edu)
Jeanine D'Armiento (jmd12@columbia.edu)
Andrew R Marks (arm42@columbia.edu)




1. Effect of novel modulators of RyR1 on isolated FDB fibers from mdx mice

1.1. Fiber isolation and dose optimization

1.2. Effect of Ahulken compounds on intracelular calcium levels of isolated fibers

1.3. Effect of Ahulken compounds on the co-localization of Calstabin1 and RyR1
2. In vivo effect of 3 Ahulken compounds on mdx mice treated during 5 weeks

3.1. Ahulken 6 and S107 compounds

3.2. Second compound

3.3. Third compound




DATOS PRELIMINARES DE EFICACIA DE AHULKEN EN
MIOTUBOS HUMANOS
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Algunas conclusiones preliminares sobre AHULKEN

1. Los compuestos de la serie Ahulken muestran una
baja toxicidad en miotubos murinos y murinos

2. Los compuestos de la serie Ahulken muestran
eficacia in vivo en relacion a la preservacion de la
fuerza muscular y en la mejora de los rasgos
fisiopatologicos de la distrofia muscular

3. Algunos compuestos de la serie son capaces de
revertir el incremento de calcio intracelular en los
mioblastos del musculo flexor digital en el raton
mdx






Calpaina 3
- Regulacion del calcio (kramerova et al., 2008)
- Proteolitica de sustratos (Sorimachi et al., 1995)
-Antiapoptotica (Baghdiguian) et al., 1999)

- Mantenimiento de la poblacion de
celulas satélite musculares

(Fardeau et al., 1996, Urtasun et al., 1998)
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Infectar iPSs Eficiencia de
Pax7-rtTA infeccion




RESULTADOS GENERALES (lll): Estudios de regeneraci6 n muscular IN VIVO

o Ratones receptores: Scid (n=3); Nod-Scid (n=3); NSG
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Resultados de modulacion de la expresion génica en LGMD2A

Efecto del silenciamiento del gen FRZB (1/3)

Miotubos primarios humanos
Translocacion de B-catenina al nucleo

s1 FRZB
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Efecto del silenciamiento de FRZB (2/3)




Efecto del silenciamiento de FRZB (3/3)
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(CCTG)n

Desorden multisistémico hereditario , autosdomico dominante (penetrancia variable)

Se distinguen dos tipos: Distrofia Mioténica 1 y Distrofia Miotonica 2

— Causa: expansion del microsatélite (CTG)n en la region no traducida 3’ del gen de la protein

quinasa de distrofia miotonica (DMPK)

— Es la distrofia adulta mas comun (1/8.000 habitantes)




1. Expresion reducida de DMPK

2. Alteracion en la expresion de genes adyacentes (SIX5. DMWD)

3. Los agregados de CTG alteran el funcionamiento normal de factores de splicing,

acumulacion de RNA toxico

HAPLOINSUFFICIENCY

(CTG)n

Reduced DMPK protein synthesis
leads to DM1 phenotype.

ALTERATION OF NEIGHBORING GENES

\ Chromatin condensat.'or)
Reduced
—~ .

-

transcription

Translation

Reduced DMWD and/or Six5 protein
synthesis leads to DM1 phenotype.

RNA-INDUCED TOXICITY

(CTG)n

—  ovek B —

Transcription

“fé“i?
&»/ L 4

Sequestration Hyperphosphorylation
of RNA-binding of CUGBP
proteins, such

as MIBNL

Altered splicing factors induce the
abnormal splicing of several mRNAs,
leading to DM1 phenotype.




Muy variable desde casos asintomaticos a formas muy severas

'NON ALCOHOLIC STEATOSIS

GONADAL DYSFUNCTION

Muchos de estos sintomas se asemejan a un proceso de envejecimiento acelerado
(cataratas, pérdida muscular, atrofia, declive cognitivo, disfunciones metabdlicas y el

elevado riesgo de desarrollo de tumores)
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INCREASED RISK OF CANCER

Cancer Age at diagnosis of O E SIR 95%Cl
cancer
Women
48 (16-63) 3 0.36 1.72-24.31*
53 (38-59) 5 0.73 2.23-16.02*
Breast 57 (56-69) 3 2.88 1.04 0.21-3.04
Both sexes
51 (40-67) 7 0.30 9.38-48.08*
53 (30-56) 5 0.51 3.18-22.88*
Kidney 53.5 (40-67) 2 0.79 2.53 0.31-9.15
Non-H Lymphoma 65.5 (61-70) 2 0.70 2.86 0.35-10.32
Liver 69 (66-72) 2 0.79 2.54 0.31-9.15
Colorectum 59 (41-86) 9 436 | 2.06 0.94-3.92
Stomach 56.5 (55-58) 2 1.27 1.57 0.19-5.69
Lung 59.5 (47-73) 4 3.40 1.18 0.32-3.01
Leukemia 57 1 0.26 3.80 0.09-21.43
Head & Neck 43 1 1.07 0.94 0.02-5.21
Melanoma 34 1 0.58 1.72 0.04-9.61
Urinary bladder 64 1 1.56 0.64 0.02-3.57
Men
Prostate 75 (73-77) 2 4.33 0.46 0.06-1.67
Testes 15 1 0.07 14.25 0.35-79.6

Fernandez-Torrén R., Garcia-Puga M., et al 2016
















Rasgos Patologicos de la ELA

Enfermedad de Motoneurona  Proteinopatia

* Degeneracion de 1%y 2% motoneurona  presencia de TDP-43 en agregados
citoplasmaticos en motoneurona y
glia

Philips et al. Brain 2013

Mackenzie et al. Lancet Neurol 2010
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Liflestyle Habits that Increase Genetic Predisposition to
Energy Demand Impaired Metabolism,
S0D1
TARDBP
FUS
Others?

Vigorous Physical Activity
Malnutrinion

o ] @

W Glucose Utilization

IMPAIRED ENERGY
HOMEOSTASIS
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HYPERCATABOLIC
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SeaHorse Metabolomics
Transcriptomics

Fingerprint

4 Decrease (p0.05)
44 increase o decrease (p>0.05)

Altered
Metabolic Networks
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BioDonosti

Instituto de Investigacion Sanitaria

TUSKO JAURLARITZA
GOBIIRNO YASCO

Association Francaise contre les Myopathies

Asociacién

Duchenne Parent Project
Espafia

contra la distrofia muscular de Duchenne y Becker
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