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Resumen

La terapia génica nos ofrece la posibilidad de manipular los virus para convertir un agen-
te infeccioso en un vehiculo que transporta en su genoma secuencias de DNA con poten-
cial terapéutico. En este trabajo hemos aprovechado la metodologia que nos proporciona
la terapia génica para desarrollar vectores virales derivados de virus adenoasociados y
lentivirus con el objetivo de identificar genes clave (proteinas o microRNA [miRNA]) im-
plicados en las alteraciones cognitivas presentes en el sindrome de Down (SD). Hemos
demostrado que en un contexto de trisomia, como es el modelo de raton Ts65Dn, la nor-
malizacion de la expresion de Dyrk1A a través de la administracion de los virus adenoaso-
ciados AAV2/1-shDyrk1A contribuye a restablecer la regulacion de moléculas clave en los
procesos de memoria y aprendizaje. Ello permite una atenuacion de los defectos en
plasticidad sinaptica y facilita el desarrollo de una estrategia de aprendizaje visuoespa-
cial mas eficiente. Estos estudios refuerzan el papel destacado de Dyrk1A en los procesos
cognitivos. Por otro lado, la estrategia de control de la expresion de miRNA desarrollada
mediante los lentivirus Lv-anti-miR155-802 nos permite proponer a MeCP2 como un gen
cuya desregulacion en el sindrome de Down puede tener un papel clave en el deterioro
cognitivo.
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Gene therapy

Viruses have evolved ways of encapsulating and delivering their genes into human cells.
Gene therapy takes advantage of this capability to manipulate the viral genome and
convert an infectious agent into an efficient vector that delivers therapeutic genes. In
the current work we have applied gene therapy approaches based on adeno-associated
virus and lentivirus delivery to identify candidate genes (protein-coding or miRNAs)
involved in the cognitive deficits in Down Syndrome. We show that the hippocampal
injection of the adeno-associated virus AAV2/1-shDyrk1A normalized Dyrk1A expression in
the trisomic Ts65Dn mice. As a consequence the regulation of key molecular players in
memory and learning processes was rescued and mice showed an attenuation of synaptic
plasticity defects and improved efficacy in learning strategies. All together these results
reinforce the role of Dyrk1A in cognition. On the other hand, with the lentiviral
strategydeveloped to specifically inhibit miR-155 and miR-802 (Lv-anti-miR155/802), we
were able to show a tight control of the miRNAs target Mecp2 suggesting that the
downregulation of MeCP2 in Down syndromecould be a contributing factor to the cognitive

defects.

El cromosoma 21

La presencia de una copia completa o parcial del cromoso-
ma 21 (Hsa21) es la causa del sindrome de Down (SD). Este
exceso de material genético en las células del organismo
conlleva una desregulacion en la expresion de ciertos ge-
nes. El impacto funcional de estos cambios puede ser con-
secuencia directa de la accion de las proteinas expresadas
por genes del Hsa21 en exceso, o indirecta a través de las
proteinas que regulan. En cualquier caso, el efecto va a ser
distinto segln de qué proteina se trate.

En algunos casos puede que el exceso de una determinada
proteina sea inocuo, mientras que pequefios cambios en la
expresion de proteinas clave pueden ser suficientes para al-
terar procesos y funciones celulares fundamentales. En los
Ultimos anos se ha descubierto que el genoma contiene genes
que no codifican para proteinas, pero que se transcriben para
dar lugar a RNA pequefios, microRNA (miRNA) que ejercen
una regulacion negativa de la expresion génica. Cada miRNA
puede actuar sobre un gran nimero de proteinas, por lo que
cambios en un Unico miRNA pueden condicionar la expresion
de un gran nimero de proteinas y asi tener un impacto muy
notable en determinadas funciones celulares. En el cromoso-
ma 21 se han descrito varios miRNA, cinco de los cuales (miR-
99a, miR-125b-2, miR-155, miR-802 y let7-c) se han detecta-
do en exceso en algunos tejidos'. La presencia en exceso de
estos miRNA sugiere que, en condiciones de trisomia, algunas
proteinas de las reguladas por estos miRNA estarian subex-
presadas, y la falta de estas podria provocar una alteracion
en los procesos fisiologicos en los que participan.

El desequilibrio que se produce en las proteinas de las
células en trisomia, mediado bien por genes codificantes o
no codificantes (como los miRNA), tiene una relevancia de-
pendiente del gen. Mientras que para determinados genes
los efectos compensatorios pueden mitigar el impacto del
desequilibrio génico, para otros estos cambios pueden lle-
gar a tener un alto impacto funcional. Ello pone de mani-
fiesto el papel critico de determinados genes dependientes

de dosis. Es importante identificar estos elementos del ge-
noma sensibles a dosis, para poder comprender bien sus
efectos y su impacto patogénico.

La terapia génica como estrategia para
estudiar los efectos de genes sensibles a dosis

La terapia génica consiste en la transferencia de material
genético a las células de un individuo con la finalidad de
corregir los defectos genéticos y poder revertir el curso de
la enfermedad o paliar algunos de sus sintomas. Su desarro-
llo tiene lugar principalmente, aunque no exclusivamente,
para el tratamiento de enfermedades hereditarias en las
que la alteracion causal reside en mutaciones en un gen
conocido, que impiden la expresion correcta de la proteina
y por tanto su funcion. Actualmente hay un nimero signifi-
cativo de ensayos de terapia génica, especialmente para el
tratamiento de algunas enfermedades raras*“. Es de desta-
car que en noviembre de 2012, la Comision Europea aprobo
el primer medicamento de terapia génica y fue para el tra-
tamiento de un déficit en la lipoproteina lipasa®. Se estan
llevando a cabo también ensayos clinicos de terapia génica
para el tratamiento de enfermedades complejas, como
puede ser la enfermedad de Alzheimer (nUmero de registro
en clinicaltrials.gov: NCT00876863). En este sentido, es po-
sible que, en un futuro, personas con SD puedan entrar en
ensayos clinicos de terapia génica, tanto para el tratamien-
to de las alteraciones de tipo Alzheimer asociadas al SD
como para otras manifestaciones clinicas presentes en los
individuos con SD. Sin embargo, hoy por hoy todavia no se
han incluido personas con SD en ningln ensayo clinico.

Por otro lado, la terapia génica ha facilitado en gran me-
dida el desarrollo de numerosas herramientas y estrategias
para abordar el tratamiento de las enfermedades, avances
que tienen interés para muchas otras aplicaciones, no nece-
sariamente terapéuticas. Uno de los elementos clave ha
sido el desarrollo de vectores virales, en los cuales se apro-
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Figura 1 Alteraciones genéticas en el sindrome de Down y
estrategias de terapia génica desarrolladas en el presente tra-
bajo. La presencia de una copia adicional del Hsa21 provoca un
exceso de dosis de los genes y de los miRNA presentes en Hsa21.
La sobreexpresion de miRNA puede alterar la expresion de ge-
nes, tanto ubicados en el Hsa21 como en otros cromosomas. A su
vez, la expresion alterada de estos genes puede tener efectos
sobre el transcriptoma. El esquema ilustra las dos estrategias de
terapia génica desarrolladas en el presente trabajo, basadas en
la modulacion de la expresion de genes (AAV-shRNA) o de miRNA
(Lv-anti-miRNA) del Hsa21 mediante virus modificados.

vecha la capacidad de un virus de infectar las células, para
transformarlos en virus recombinantes, defectivos en repli-
cacion, capaces de transportar elementos génicos que se
van a expresar en el interior de la célula diana.

En este trabajo demostramos que la terapia génica cons-
tituye una nueva oportunidad para identificar genes clave
en la fisiopatologia del SD. Hemos desarrollado una estrate-
gia basada en el uso de vectores virales para: a) modular la
expresion de Dyrk1A, gen para el que hay evidencias pre-
vias de su sobreexpresion en el SD y de ser sensible a dosis
génica y b) modular el contenido de dos de los miRNA pre-
sentes en triple copia en el Hsa21 (fig. 1). Hemos estudiado
el impacto funcional que la modulacion de estos elementos
ejerce sobre los procesos de memoria y aprendizaje, que en
el modelo de raton trisbmico Ts65Dn poseen notables alte-
raciones cognitivas®’. Estos animales poseen una trisomia
parcial del cromosoma 16 murino (MMU16), sinténico a
Hsa21, que comprende en triple dosis mas de 100 genes,
entre ellos Dyrk1A y los miRNA miR-155 y miR-802.

Impacto de la normalizacion de Dyrk1A en el
hipocampo de ratones Ts65Dn sobre aspectos
cognitivos

El gen Dyrk1A codifica para una proteina cinasa cuya fun-
cion es fosforilar otras proteinas, entre ellas algunas rele-
vantes en procesos de memoria, aprendizaje o desarrollo
cerebral. Dyrk1A es un gen relevante por lo que se despren-
de tanto de las funciones celulares en las que participa
(neurogénesis, supervivencia neuronal, diferenciacion)
como de su notable sobreexpresion en cerebros de indivi-
duos con SD, ademas de su implicacion en alteraciones mo-
toras y cognitivas demostradas en modelos de raton con
diferente dosis génica de Dyrk 1A%,

Sin embargo el papel de Dyrk1A en un contexto de triso-
mia no se habia descrito. Por ello desarrollamos la estrategia
de terapia génica dirigida a normalizar la expresion de
Dyrk1A en ratones Ts65Dn y estudiar su impacto sobre la re-
version de las alteraciones cognitivas. Utilizamos construc-
ciones moleculares basadas en la tecnologia de la interferen-
cia del RNA (RNAi). En concreto, se disefaron secuencias de
RNA de tipo short hairpin complementarias a una region del
RNA mensajero (mRNA) de Dyrk1A con el objetivo de que
estas secuencias puedan sufrir un apareamiento y a través de
los mecanismos de RNAi tenga lugar bien la degradacion del
mRNA de Dyrk1A impidiendo su traduccion a proteina. Eso va
a dar lugar a una menor cantidad de Dyrk1A por célula, lo
que deberia permitir obtener niveles normales del contenido
de proteina, contrarrestando asi su sobreexpresion.

La construccion disefada llevaba también un gen de luci-
ferasa para poder seguir la expresion in vivo, y todo ello
encapsidado dentro de virus adenoasociados, con un geno-
ma de serotipo 2 y una capside de serotipo 1 (AAV2/1) para
garantizar la transduccion de células neuronales. Se genero
asi el AAV2/1-shDyrk1A (SH) y un virus control con una se-
cuencia que no interferia con Dyrk1A, AAV2/1-scDyrk1A (SC)
(fig. 2A). Ambos virus fueron eficientes en la transduccion
de poblaciones neuronales (Tuj positivas) y poblaciones
gliales (GFAP positivas) (fig. 2B) y Unicamente se observo
una disminucion en la expresion de Dyrk1A en cultivos pri-
marios de neuronas de la corteza de ratén con el virus SH
(fig. 2C). También pudimos observar una transduccion efi-
ciente in vivo en ratones Ts65Dn tras la inyeccion hipocam-
pica. La presencia de virus en el hipocampo fue selectiva y
no se detectd en otras regiones del cerebro, tal y como
puede observarse por la actividad luciferasa analizada en
diferentes regiones a las 2 semanas de la inyeccion (fig.
2D). A las dosis virales inyectadas pudimos observar una
normalizaciéon en la expresién de Dyrk1A en los ratones
Ts65Dn tratados con los virus SH, mientras que la sobreex-
presion se mantenia en los ratones SC (fig. 2E).

A continuacion estudiamos la implicacion de Dyrk1A en al-
teraciones celulares, electrofisiologicas y conductuales pre-
sentes en los ratones Ts65Dn utilizando los virus desarrolla-
dos, capaces de normalizar Dyrk1A en un contexto de
trisomia. Durante los procesos de memoria y aprendizaje hay
una activacion sostenida de la liberacion de neurotransmiso-
res excitadores que provoca la activacion de las neuronas
postsinapticas. Al ser activadas, la sefal se transmite dentro
de la célula a través de la activacion de diferentes vias de
sefalizacion intracelular, algunas de las cuales estan altera-
das en los ratones Ts65Dn. La forma fosforilada de Erk1 y del
factor de transcripcion CREB fueron normalizados en los ra-
tones tratados con el virus SH, donde se conseguia una nor-
malizacion en la expresion de la proteina, indicando que
Dyrk1A estaria asociada a modificaciones en componentes de
la via Erk-CREB implicados en procesos de memoria y apren-
dizaje (fig. 3A). Ademas, estudios electrofisiologicos demos-
traron que los animales tratados con el virus SH presentaban
cambios en la actividad eléctrica de las neuronas cuando se
media a través de un paradigma que permite evaluar la plas-
ticidad sinaptica, la potenciacion a largo plazo (LTP, long-
term potentiation), considerado un modelo para explicar los
cambios eléctricos subyacentes a determinados procesos de
aprendizaje y memoria. Previamente, se habia descrito un
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Figura 2 Validacién de la capacidad de los virus terapéuticos AAV2/1-shDyrk1A para normalizar la expresion de Dyrk1A en
cultivos neuronales y en hipocampo de ratones Ts65Dn. A. Construccion genética utilizada para reducir la expresion de Dyrk1A
en el genoma de un virus adenoasociado AAV2/1. La construccion contiene también un gen marcador de la luciferasa que permiti-
ra trazar la infeccion viral tanto in vitro como in vivo. B. Analisis por inmunofluorescencia de la capacidad del AAV2/1-shDyrk1A
(detectado mediante el marcaje con anticuerpos dirigidos contra la luciferasa, luc) de infectar neuronas (expresando el antigeno
neuronal “Tuj”) y células gliales (expresando el antigeno glial “GFAP”). C. Expresion de Dyrk1A en cultivos primarios de neuronas
transducidas con el virus SH o el virus control SC a diferentes dosis. D. Expresion de luciferasa en ratones Ts65Dn inyectados en el
hipocampo con AAV2/1-shDyrk1A. La imagen de la izquierda muestra la senal de bioluminiscencia in vivo (con el animal tratado
anestesiado), correpondiente a la zona inyectada. A la derecha, el histograma muestra la actividad luciferasa en diferentes regio-
nes diseccionadas del cerebro de ratones tratados, 15 dias tras la inyeccion. E. Analisis por Western blot de la expresion de Dyrk1A
en el hipocampo de ratones euploides (EU), trisomicos (TS) y trisdomicos inyectados con el virus shDyrk1A (SH) o scDyrk1A (SC).



Identificacion de genes clave implicados en el sindrome de Down mediante terapia génica 25

A

o - G . - gy
Erkl | S — S— — cres | D D S B
Eie | (S D .

pErk1:Erk1 pErk2:Erk2 pCREB:CREB

[ H— 11— [ H—

[ Hns— 1+ |™ [ hns

-_'* I -_| -_|**

0 100 200 300 0 100 200 300 0 100 200 300

Expresion relativa (AU)

Expresion relativa (AU)

Expresion relativa (AU)

B 2001
i il
et
|||, il |||"||Il. ||'||||I ,||| I'|I||I i'“”""ll L ||"|||| il |I Im |
| e Il gt ML
< 150 .ﬂ*"“‘b nll"l||||||il |||||I I ||| I||H Il fs! ||I|[! || ||| |||
9-/ I~
o i T : n"n,
Q. by b Lo
S RS
o A
175] :
o
w100
@ EU
@ TS
T T T ® TS+SC
@ TS+SH
50 T T T T T T T
10 20 30 50 60 70 80 Tiempo
(min)

Figura 3 Efectos de la administracion de AAV2/1-shDyrk1A sobre aspectos moleculares y electrofisiologicos de la funcion
hipocampica. A. Analisis por Western blot de la expresion de ERK1,2 y CREB, asi como de sus formas fosforiladas (pERK1,2 y pCREB)
en hipocampo de ratones euploides (EU), trisomicos (TS) y trisomicos inyectados con el virus shDyrk1A (SH) o scDyrk1A (SC). El
histograma representa la relacion entre la expresion de la forma activa (fosforilada) y la forma no fosforilada, de un promedio de

tres experimentos independientes;

*p < 0,05; *p < 0,01. B. Estudio electrofisioldgico del potencial de campo postsinaptico excita-

torio (fEPSP) en condiciones basales y tras la induccion de LTP (3 pulsos de tetanizacion, indicados con las flechas, a intervalos de

5 minutos.

déficit en LTP de los ratones Ts65Dn"2. Nuestros experimentos
confirmaron estas alteraciones, y en ellos pudimos observar
que la administracion del virus SH dio lugar a un rescate par-
cial en la LTP. Estos datos apoyaban el papel de Dyrk1A en
cognicion, y en este sentido decidimos estudiar el comporta-
miento de los animales ante una tarea que evalua la funcion
hipocampica, como es el laberinto acuatico de Morris, una

prueba conductual en la que se coloca de forma individual a
los ratones en un piscina, y estos deben aprender a encontrar
una plataforma para posarse. A lo largo de los dias de reali-
zacion, los ratones aprenden a ubicar la plataforma escondi-
da mediante sus capacidades de orientacion visuoespacial,
para la que es necesaria la funcién hipocampica que permite
realizar esta tarea de aprendizaje y memoria. Los ratones
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Figura 4 Analisis de la capacidad de aprendizaje y memoria
hipocampo-dependiente en ratones tratados con AAV2/1-
shDyrk1A. A. Mapa de densidad que representa la ocupacion
de los espacios en el laberinto acuatico de Morris, en las dos
primeras sesiones de adquisicion de la tarea. B. Analisis del
comportamiento tigmotactico durante la tarea, a lo largo de
las dos primeras sesiones del laberinto acuatico. Los datos re-
presentan el valor medio + error estandar medio. **p < 0,01.

trisdbmicos presentan un defecto en la ejecucion de la tarea
que puede valorarse con la distancia que recorren hasta con-
seguir encontrar la plataforma. Al realizar este experimento,
se observo también que el patrén de natacion de los ratones

A 47 B
[ mmu-miR-155

trisémicos era de tipo tigmotactico, con un recorrido concen-
trado en la periferia de la piscina, y que representa una es-
trategia muy poco eficiente para encontrar la plataforma si-
tuada en la parte central de la piscina circular. En los ratones
trisdbmicos tratados con el virus terapéutico, si bien continua-
ban presentando alteraciones importantes en la ejecucion de
la tarea, si se observo una reduccion en el patron de navega-
cion tigmotactico, indicativo de una estrategia de navega-
cion mas eficiente, probablemente como consecuencia de
una mejorada funcién hipocampica (fig. 4). En su conjunto,
la estrategia desarrollada en el presente estudio nos permite
proponer a Dyrk1A como una proteina clave en cognicion y
sugiere su potencial como diana terapéutica.

Impacto de la modulacion de miRNA
en ratones Ts65Dn

Los ratones Ts65Dn poseen en triple copia los miRNA miR-
155 y miR-802, y en sus hipocampos se observa una sobreex-
presion de estos (fig. 5A). Como consecuencia de ello puede
haber genes que, al ser regulados por estos miRNA se hallen
infraexpresados en la célula trisomica y sean en parte me-
diadores de algunas de las alteraciones celulares. En el pre-
sente proyecto diseflamos una estrategia de terapia génica
dirigida a normalizar el contenido de miRNA para poder va-

Transcrito anti-miRNA

Il mmu-miR-802 *

37 d2EGFP

Lv-control

LTR A

CMV n

d2EGFP LTR

Expresion microRNA
n

Lv-anti-miR155-802

LTR

CMV n

d2EGFP | anti-miR-802

HelLa control

HelLa miR-155 miR-802

Figura 5 Validacion de la capacidad de Lv-anti-miR155-802 de actuar como modulador de miR-155 y miR-802. A. Analisis de
la expresion de miR-155 y miR-802 en hipocampos de ratones euploides (EU) y Ts65Dn (TS). Los datos representan el valor medio +
error estandar medio *p < 0,05. B. Esquema del lentivirus Lv-anti-miR155-802 y el Lv-control. C. Analisis comparativo de la expre-
sion de la proteina d2GFP en células Hela control (bajo contenido en miRNA) y HeLa miR-155 miR-802 (alto contenido de ambos

miRNA) transducidas con el Lv-anti-miR155-802 a 10 MOI.
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Figura 6 Efectos de la administracion de Lv-anti-miR155-802 sobre la expresion de Mecp2 en hipocampos inyectados de ra-
tones Ts65Dn. A. Esquema de la region distal del gen MeCP2 (region 3’UTR) donde se indican las secuencias de reconocimiento
potenciales para miR-155 y miR-802. B. Analisis de la expresion de Mecp2 mediante PCR cuantitativa (RT-qPCR) en el hipocampo
de ratones euploides (EU), trisomicos (TS) y trisomicos inyectados con el virus Lv-anti-miR155-802 o Lv-control.

lorar su papel en los defectos cognitivos de ratones Ts65Dn.
Generamos vectores lentivirales portadores del gen marca-
dor de la d2EGFP (una forma de la proteina verde fluores-
cente) con secuencias adyacentes capaces de modular el
contenido de miRNA (Lv-anti-miR155-802) (fig. 5B). Estas
construcciones se disefiaron de manera que pudiera darse la
union de los miRNA miR-155 y miR-802 celulares a estas se-
cuencias, reduciendo asi su contenido y dando lugar a nive-
les de proteina d2EGFP fluctuantes en funcion del conteni-
do de miR-155 y miR-802. Asi, en presencia de los miRNA
habria una baja expresion, mientras que esta seria elevada
en su ausencia. Observamos de esta manera que la trans-
duccion de células con bajo contenido en miRNA mediante
Lv-anti-miR155-802 daba lugar a una expresion elevada del
transgen d2EGFP, mientras que la expresion era muy redu-
cida en células con un alto contenido en miR-155 y miR-802
(fig. 5C). La inyeccion intra-hipocampal de los virus genera-
dos en el hipocampo de ratones Ts65Dn nos permitio valorar
cambios en la expresion del gen Mecp2, un gen diana con
secuencias de reconocimiento para ambos miRNA (fig. 6A).
Observamos que, tal y como se habia descrito, Mecp2 se
encuentra disminuido en hipocampo de ratones Ts65Dn". La
inyeccién de Lv-anti-miR155-802 en el hipocampo de rato-
nes trisomicos rescato la expresion de Mecp2 y alcanz6 va-

lores similares a los de un raton control (fig. 6B). Estos da-
tos sugieren que los reducidos niveles de MeCP2 en cerebros
de fetos con SD podria ser consecuencia de la sobreexpre-
sion de miR-155 y miR-802. Defectos genéticos de pérdida
de funcion de MeCP2 dan lugar al sindrome de Rett, una
enfermedad que cursa con discapacidad intelectual. Rato-
nes modelo para el defecto en Mecp2 presentan alteracio-
nes en plasticidad sinaptica y en procesos de memoria y
aprendizaje'™. MeCP2 es un factor de transcripcion de la
familia de las proteinas de union a citosinas metiladas en
islas CpG y su actividad controla la expresion de numerosos
genes. El conjunto de estos datos sugiere que, bien sea a
través del control de la expresion de los miRNA (miR-155 y
miR-802) o a través de la modulacion directa de MeCP2, se
podrian atenuar discapacidades cognitivas asociadas a estas
patologias sindromicas. En este sentido, se ha descrito que
un suplemento nutricional de colina, en la etapa perinatal,
en ratones deficientes en Mecp2 provoca cambios neuroqui-
micos que preservan la integridad neuronal'. Recientemen-
te se ha demostrado que una dieta con suplemento de coli-
na a hembras Ts65Dn mejora el aprendizaje de ratones
Ts65Dn'. Conjuntamente, estos datos permiten especular
que la mejora en el aprendizaje de ratones Ts65Dn, adqui-
rida tras el suplemento de colina, podria estar relacionada
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con una recuperacion de las funciones asociadas a los genes
regulados por Mecp2. La estrategia de terapia génica desa-
rrollada en el presente trabajo nos permite senalar a MeCP2
como una proteina importante en los procesos de memoria
y aprendizaje en el SD y abre nuevas vias de intervencion
para la mejora de la discapacidad intelectual.

Conclusion

La calidad de vida de las personas con SD ha aumentado
espectacularmente en los Ultimos afos, gracias al esfuerzo
de profesionales de muy diversos ambitos y al apoyo e im-
plicacion de las familias. Sin embargo, la discapacidad inte-
lectual contintia siendo una de las principales limitaciones,
y por ello avanzar en la mejora de los aspectos cognitivos es
uno de los principales retos para conseguir una integracion
optima de estas personas en la sociedad. En este sentido, la
identificacion de genes clave (que codifican para proteinas
o miRNA), cuya desregulacion tiene un impacto negativo
sobre la cognicion, constituye un paso importante para
avanzar en la identificacion de potenciales terapias. En este
contexto, nuestro trabajo propone la terapia génica como
una estrategia de investigacion que permite valorar la rele-
vancia de modular dianas moleculares concretas para mejo-
rar determinados aspectos de la capacidad intelectual.
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