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RESUMEN

En la presente Tesis Doctoral se muestra el estudio de la proteina Ankyrin repeat
and kinase domain containing 1 (ANKK1) en el linaje miogénico durante el
desarrollo y en la edad adulta.

El gen ANKK1 ha sido ampliamente relacionado con trastornos neuropsiquiatricos y
endofenotipos dopaminérgicos en el cerebro. Sin embargo, la funcién de su proteina
es todavia desconocida. La localizacion del gen ANKK1 en un clister genémico
conservado a lo largo de la evolucion que podria estar implicado en neurogénesis, y
la expresion de su proteina en progenitores neurales y su relacion con el ciclo
celular, han relacionado este gen con el neurodesarrollo. ANKK1 pertenece a la
familia Receptor-Interacting Proteins (RIP), cuyos miembros participan en la
diferenciacion de diversos tejidos, incluyendo el muscular. La observacion de
ANKK1 en miottbulos embrionarios murinos nos llevé a plantearnos la hipétesis de
la posible participaciéon de esta proteina en el origen, el desarrollo y la regeneracion
muscular.

Nuestros resultados muestran que ANKK1 es una proteina que participa en la
biologia muscular. Se localiza en precursores miogénicos durante el desarrollo
embrionario murino y en las células satélite del muisculo adulto. Ademas, los
estudios in vitro utilizando mioblastos murinos y humanos muestran un patron
especifico de la dindmica de sus isoformas: las isoformas ANKK1 quinasa (ANKK1-
k) y ANKK1 completa (ANKK1-fl) se expresan en mioblastos y células satélite (SCs)
quiescentes, mientras que so6lo ANKK1-fl estd presente en miotubulos y SCs
activadas. El transporte ndcleo-citoplasmatico de ANKK1 en mioblastos durante la
diferenciaciéon temprana se bloquea mediante la adicién de leptomicina B, lo que
indica que su salida del nucleo esta mediada por exportinas.

En el masculo adulto ANKK1 se expresa en las fibras de contraccion rapida tipo |l
de metabolismo glicolitico. La activacion de la via glicolitica en mioblastos murinos
incrementa la expresion de Ankkl. Todo ello confirma la relacién entre la expresion
de ANKK1 y el metabolismo glicolitico y explica la localizacién especifica de la
proteina en fibras musculares de contraccion rapida. También se ha investigado la
localizacibn de ANKK1 en mdusculos de pacientes con diferentes distrofias
musculares. Los mioblastos de pacientes con Distrofia Muscular de Duchenne
(DMD) presentan una expresion alterada de ANKK1. La disminucion de ANKK1
nuclear en estos mioblastos se asocia con un estadio celular mas indiferenciado,
definido por el incremento de expresion de PAX7. Paralelamente, en biopsias
procedentes de pacientes con diferentes distrofias musculares, la expresion de
ANKK1 se asocia con poblaciones celulares regenerativas, es decir, SCs y fibras
regenerativas. En cuanto al estudio de su funcion, se ha investigado la participacion
de ANKK1 en el ciclo celular. La sobreexpresion de las variantes polimorficas de
ANKK1 (A1-A2) en células HelLa incrementa la velocidad de progresion del ciclo
celular, mientras que la sobreexpresién de la isoforma cataliticamente inactiva
(K51R) la disminuye. En todos los casos, el porcentaje de células que alcanza la
mitosis esta reducido. Todo esto indica que la expresion de ANKK1 afecta tanto a la
progresién del ciclo celular como al nimero de células que completan el ciclo.



Finalmente, hemos estudiado la actividad quinasa de ANKK1. En las condiciones
estudiadas, no se ha detectado esta actividad in vitro. Sin embargo, dado que es
una RIP quinasa y su dominio quinasa es homologo al resto de los miembros de la
familia RIP, no podemos descartar que ANKK1 presente dicha actividad.

En resumen, este Tesis Doctoral muestra por primera vez la participacion de la
proteina ANKK1 en la biologia muscular desde el desarrollo embrionario hasta el
musculo del adulto. Sin duda, ANKK1 es una proteina candidata a ser estudiada
como biomarcador de enfermedad muscular.

Palabras clave: ANKK1, células satélite, mioblastos, miotubulos, miogénesis, fibras
de contraccién rapida, regeneracion muscular, biomarcador.



ABSTRACT

The present Doctoral Thesis shows the study of the Ankyrin repeat and kinase
domain containing 1 (ANKK1) protein in the myogenic lineage during development
and in adulthood.

The ANKK1 gene has been widely related to neuropsychiatric disorders and
dopaminergic endophenotypes in the brain. However, the function of its protein is
still unknown. The location of ANKK1 gene in a genomic cluster conserved
throughout the evolution thay may be involved in neurogenesis, and the expression
of its protein in neural progenitors and its relationship with the cell cycle, have linked
ANKK1 gene to neurodevelopment. ANKK1 belongs to the Receptor-Interacting
Proteins family (RIP), whose members participate in the differentiation of several
tissues, including muscle tissue. The finding of the location of ANKK1 in murine
embryonic myotubes led us to consider the hypothesis of the possible participation
of this protein in muscles origin, development and regeneration.

Our results show that ANKKL1 is a protein that participates in muscle biology. It is
located in myogenic precursors during murine embryonic development and in adult
muscle satellite cells. In addition, in vitro studies using murine and human myoblasts
show a specific pattern of the dynamics of its isoforms: the isoforms ANKK1 kinase
(ANKK1-k) and ANKKZ1 full-length (ANKK1-fl) are expressed in myoblasts and
quiescent satellite cells (SCs), whereas only ANKK1-fl is present in myotubes and
activated SCs. The nuclear-cytoplasmic shuttle of ANKK1 in myoblasts during early
differentiation is blocked by the addition of leptomycin B, which indicates that its exit
from the nucleus is mediated by exportins.

In the adult muscle ANKK1 is expressed in the Fast-Twitch muscle fibers type Il with
glycolytic metabolism. The activation of the glycolytic pathway in murine myoblasts
increases Ankkl expression. All this confirms the relationship between the
expression of ANKK1 and the glycolytic metabolism and explains the specific
location of the protein in Fast-twitch muscle fibers. The location of ANKK1 in the
muscles of patients with different muscular dystrophies has also been investigated.
The myoblasts of patients with Duchenne Muscular Dystrophy (DMD) present an
altered expression of ANKK1. The decrease in nuclear ANKK1 in these myoblasts is
associated with a more undifferentiated cell stage, defined by the increase in the
expression of PAX7. In parallel, in biopsies from patients with different muscular
dystrophies, the expression of ANKK1 is associated with regenerative cell
populations, that is to say, SCs and regenerating fibers. Regarding the study of its
function, we have investigated the participation of ANKK1 in the cell cycle. The
overexpression of the polymorphic variants of ANKK1 (A1-A2) in Hela cells
increases the rate of progression of the cell cycle, while overexpression of the
catalytically inactive isoform (K51R) decreases it. In all cases, the percentage of
cells that reach mitosis is reduced. All this indicates that the expression of ANKK1
affects both the progression of the cell cycle and the number of cells that complete
the cycle.



Finally, we have studied the kinase activity of ANKK1. Under the conditions studied,
this activity has not been detected in vitro. However, given that it is a RIP kinase and
its kinase domain is homologous to the rest of the members of the RIP family, we
cannot rule out that ANKK1 does not present this activity.

In summary, this Doctoral Thesis shows for the first time the participation of the
ANKK1 protein in muscle biology from embryonic development to adult muscle.
Thus, we propose ANKK1 as a candidate protein to be studied as a biomarker of
muscular disease.

Keywords: ANKK1, satellite cells, myoblasts, myotubes, myogenesis, Fast twitch
fibers, muscle regeneration, biomarker.



RESUM

En la present tesi doctoral es mostra lI'estudi de la proteina Ankyrin repeat and
kinase domain containing 1 (ANKK1) en el llinatge miogénic durant el
desenvolupament i en I'edat adulta.

El gen ANKK1 ha estat ampliament relacionat amb trastorns neuropsiquiatrics i
endofenotips dopaminérgics en el cervell. No obstant aix0, la funci6 de la seua
proteina és encara desconeguda. La localitzacio del gen ANKK1 en un cllster
genomic conservat al llarg de I'evolucio que podria estar implicat en neurogenesi, i
I'expressio de la seua proteina en progenitors neurals i la seua relacié amb el cicle
cel-lular, han relacionat aquest gen amb el neurodesenvolupament. ANKK1 pertany
a la familia Receptor-interacting Proteins (RIP), els membres de la qual participen
en la diferenciacié de diversos teixits incloent el muscular. L'observacio d'’ANKK1 en
miotubuls embrionaris murins ens va portar a plantejar-nos la hipotesi de la possible
participacio d'aquesta proteina en l'origen, el desenvolupament i la regeneracio
muscular.

Els nostres resultats mostren que ANKK1 és una proteina que participa en la
biologia muscular. Es localitza en precursors miogénics durant el desenvolupament
embrionari muri i en les cél-lules satel-lit del miscul adult. A més, els estudis in vitro
utilitzant mioblasts murins i humans mostren un patré especific de la dinamica de les
seues isoformes: les isoformes ANKK1 quinasa (ANKK1-k) i ANKK1 completa
(ANKK1-fl) s'expressen en mioblasts i cél-lules satel-lit (SCs) quiescents, mentre
gue només ANKK1-fl esta present en miotubuls i SCs activades. El transport nucli-
citoplasmatic d'/ANKK1 a mioblasts durant la diferenciacié primerenca es bloqueja
mitjancant I'addicié de leptomicina B, el que indica que la seua eixida del nucli esta
mediada per exportines.

En el mascul adult ANKK1 s'expressa en les fibres de contraccio rapida tipus Il de
metabolisme glicolitic. L'activacié de la via glicolitica en mioblasts murins incrementa
I'expressié d'Ankkl. Tot aixd confirma la relacid entre I'expressié d'’ANKKL1 i el
metabolisme glicolitic i explica la localitzacié especifica de la proteina en fibres
musculars de contraccié rapida. També s'ha investigat la localitzaci6 d'ANKK1 en
musculs de pacients amb diferents distrofies musculars. Els mioblasts de pacients
amb distrofia muscular de Duchenne (DMD) presenten una expressio alterada
d'ANKK1. La disminucié d'ANKK1 nuclear en aquests mioblasts s'associa amb un
estadi cel-lular més indiferenciat, definit per l'increment d'expressié de PAX7.
Paral-lelament, en biopsies procedents de pacients amb diferents distrofies
musculars, l'expressié d'’ANKK1 s'associa amb poblacions cel-lulars regeneratives,
és a dir, SCs i fibres regeneratives. En quant a l'estudi de la seua funcid, s'ha
investigat la participacié d'/ANKK1 en el cicle cel-lular. La sobreexpressio de les
variants polimorfiques d'’ANKK1 (A1-A2) en cél-lules HeLa incrementa la velocitat de
progressié del cicle cel-lular, mentre que la sobreexpressié de la isoforma
cataliticament inactiva (K51R) la disminueix. En tots els casos, el percentatge de
cel-lules que arriba a la mitosi esta reduit. Tot aix0 indica que I'expressié d'’ANKK1
afecta tant la progressio del cicle cel-lular com al nombre de cél-lules que completen
el cicle.



Finalment, hem estudiat I'activitat quinasa d'ANKK1. En les condicions estudiades,
no s'ha detectat aquesta activitat in vitro. No obstant aix0, atés que és una RIP
quinasa i el seu domini quinasa és homoleg a la resta dels membres de la familia
RIP, no podem descartar que ANKK1 presente aquesta activitat.

En resum, aquesta tesi doctoral mostra per primera vegada la participacié de la
proteina ANKK1 en la biologia muscular des del desenvolupament embrionari fins al
muscul de l'adult. Sens dubte, ANKK1 és una proteina candidata a ser estudiada
com a biomarcador de malaltia muscular.

Paraules clau: ANKK1, cel-lules satéel-lit, mioblasts, miotubuls, miogénesi, fibres de
contraccio rapida, regeneracié muscular, biomarcador.
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Rare diseases are rare...but rare disease patients are numerous
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1. INTRODUCCION

1.1. ASPECTOS GENERALES DEL GEN ANKK1

En 2002, Manning y colaboradores llevaron a cabo un estudio para catalogar las
proteinas quinasa del genoma humano (definido como quinoma) e identificaron
518 genes putativos. Uno de ellos conocido como SGK288 (Sugen Kinase 288),
fue identificado posteriormente como Ankyrin repeat and kinase domain containing
1 (ANKK1) mediante la busqueda en bases de datos de Expressed Sequence
Tags (EST) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucest) [1].

El gen ANKK1 se localiza en el cromosoma 11g22-923, consta de 12.6 kilobases
(kb) y contiene 8 exones (Fig. 1). El producto de este gen es la proteina ANKK1,
que forma parte de las serina/treonina (Ser/Thr) quinasas. El polimorfismo de
nucleodtido simple (SNP) TaglA (rs1800497), localizado en el exén 8 de ANKK1, es
la variante genética mas ampliamente estudiada en relacion con una gran
variedad de condiciones psiquiatricas y rasgos de la personalidad.
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Figura 1. Localizacién y estructura del gen ANKKL1. En la parte superior se observa un esquema del
cromosoma 11 y la localizacion del gen ANKK1 se sefiala con una linea roja vertical. A partir de ese
punto se amplia el esquema del gen ANKK1, con los ocho exones representados como cajas grises.
Estd seflalado el SNP TaglA en el ex6n 8. Figura superior: tomada de
(https://ghr.nim.nih.gov/ichromosome/11#idiogram). Figura inferior: representacion estructural obtenida
con el software SWISS-MODEL Workspace, http://swissmodel.expasy.org).

Este SNP consiste en un cambio de una Citosina (C) por una Timina (T), que da
lugar a los respectivos alelos A2 (C) y Al (T), y los genotipos resultantes son Al+
(heterocigotos y homocigotos para Al) y Al- (homocigotos para A2). El alelo Al y
su genotipo portador A1+ se han asociado con multiples conductas adictivas tales
como el alcoholismo [2], el consumo de cocaina [3], heroina [4], la adiccion a
nicotina [5], a opiaceos [4,6] y la ludopatia [7]. También se ha asociado con
trastornos en la alimentacién [8,9] y con la enfermedad de Parkinson [10,11]. Por
su parte, el alelo A2 se ha asociado con otros trastornos psiquiatricos como
esquizofrenia [12,13,14], el trastorno bipolar [15], el trastorno por déficit de
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atencion e hiperactividad [13], el autismo [12] y la psicosis esquizofrénica [16]. El
SNP TaglA también se ha relacionado con diferentes endofenotipos del sistema
dopaminérgico, como la densidad del receptor dopaminérgico 2 (D2) [17], el
aprendizaje de errores y cambios en el metabolismo cerebral [18] y rasgos
farmacogenéticos [17]. Todos estos estudios sugieren una relacion entre este SNP
y aspectos del comportamiento y aprendizaje.

1.2. ASPECTOS GENERALES DE LA PROTEINA ANKK1

ANKKZ, también conocida como Receptor-Interacting Protein 5 (RIP5), forma parte
de la familia de las RIP quinasas, cuyos miembros se han incluido en esta familia
debido al elevado grado de conservacion de su dominio quinasa. La proteina
predicha de ANKK1l segin la base de datos de transcritos del Ensembl
(http://www.ensembl.org) contiene 765 aminoacidos en humanos (Ensembl peptide
ID: ENSP00000306678), 745 en ratén (ENSMUSG00000032257) y 746 en rata
(ENSRNOP00000037036) (Fig. 2).

DOMINIO QUINASA

H sapiens 1 - MAADPTELRLGSLPVFTRDDFEGDWRLVASGGFSQVFQARHRRWRTEY
M musculus 1 MVPHRARRLLNPMAVGPLAQQLGSLTVETRDDFEEEWHLVASGGFSKVFQARHKRWRTQY
R norvegicus 1 MVPHRARRLPDPMAVRPLEQQLGSLTVETRDDFEEEWHLVASGGFSQVFQARHKRWRTQY
H sapiens 49 ATKCAPCLPPDAASSDVNYLIEEAAKMKKIKFQHIVSIYGVCKQPLGIVMEFMANGSLEK
M musculus 61 ATKCSPCLQKETTSSEVTCLFEEAVKMEKIKFQHIVSIYGVCKQPLGIVMEFMASGSLEK
R norvegicus 61 ATKCSPCLQKETTSSEVSCLFEEAVKMEKIKFQYIVSIYGVCKQPLGIVMEFMANGSLEK
H sapiens 109 VLSTHSLCWKLRFRITHETSLAMNFLHSIKPPLLHLDLKPGNILLDSNMHVKISDFGLSK
M musculus 121 TLPTHSLCWPLKLRIIHETSLAMNFLHSIKPPLLHLDLKPGNILLDNNMHVKISDFGLSK
R norvegicus 121 ILPTHSLCWQLKFRIIHETSLAMNFLHSIKPPLLHLDLKPGNILLDNNMHVKI SDFGLSK
H sapiens 169 WMEQSTRMQYIERSALRGMLSYIPPEMFLESNKAPGPKYDVYSFAIVIWELLTQKKPYSG
M musculus 181 WMEQSTQKQYIERSALRGTLSYIPPEMFLENNKAPGPEYDVYSFAIVIWEI LTQKKPYAG
R norvegicus 181 WMEQSTQKQYIERSALRGTLSYIPPEMFLENNKAPGPEYDVYSFGIVVWEILTQKKPYAG
*
H sapiens 229 FNMMMTITITIRVAAGMRPSLOPVSDQWPSEAQQMVDLMKRCWDODPKKRPCFLDITIETDIL
M musculus 241 LNMMTIIIRVAAGMRPSLODVSDEWPEEVHQMVNLMKRCWDODPKKRPCFLNVAVETDML
R norvegicus 241 LNMMTIIIQVAAGMRPSLHDVSAEWPEEAHQMVDLMKL.CWDODPKKRPCFLNV I TETDML
INTER-DOMINIO *
H sapiens 289 LSLLQOSRVAVPESKALARKVSCKLSLROPG-EVNEDISQELMDTDSGNYLKRALQLSDRK
M musculus 301 LSLFQSPMTDPGCEALTQKVSCKPSLSQPH-KVSKEVNQETADTVSSDSLKWILOLSDSK
R norvegicus 301 LSLFQTPVADPEYEALTRKVSYKSSLSQPHRKVSKEVSQEIADSDSDDSLKWI LOLSDSK
ANKIRINA 1 ANKIRINA 2
H sapiens 348 NLVPRDEELCIYENKVTPLHFLVAQGSVEQVRLLLAHEVDVDCQTASGYTPLLIAAQDQQ
M musculus 360 SLVASD----VYENRVTPLHFLVAGGSLEQVRLLLSHDVDVDCQTASGYTPLLIATQDQQ
R norvegicus 361 SLVPSD----IYENKVTPLHFLVARGSLEQVRLLLSHEVDVDCQTASGYTPLLIATQDQQ
ANKIRINA 3 * ANKIRINA 4
H sapiens 408 PDLCALLLAHGADANRVDEDGWAPLHFAAQNGDDGTARLLLDHGACVDAQEREGWTPLHL
M musculus 416 PDLCALLLAHGADTNLADEDGWAPLHFAAQNGDDHTARLLLDHGALVNARE HEGWTPLHL
R norvegicus 417 PDLCALLLAHGADTNLADEDGWAPLHFAAQSGDDHTARLLLDHGALVNAREHE GWTPLHL
% ANKIRINA 5 ANKIRINA €
H sapiens 468 AAQNNFENVARLLVSRQADPNLHEAEGKTPLHVAAYFGHVSLVKLLTSQGAELDAQORNL
M musculus 476 AAQNNFENVARLLVSRQADLSPHEAEGKTPLHVAAYFGHIGLVKLLSGQGAELDAQORNL
R norvegicus 4717 AAQNNFENTARLLVSRQADLNPCEAEGKTPLHVAAYFGHIGLVKLLTGQGAELDAQQORNL
ANKIRINA 7
H sapiens 528 RTPLHLAVERGKVRAIQHLLKSGAVPDALDQSGYGPLHTAAARGKYLICKMLLRYGASLE
M musculus 536 RTPLHLAVERGKVRAIQHLLKCGALPDALDHSGYSPLHIAAARGKDLIFKMLLRYGASLE
R norvegicus 537 RTPLHLAVEKGKVRAIQHLLKRGALPDVLDHNGYSPLHIAAAKGKYLIFKMLLRHGASLE
ANKIRINA 8 ANKIRINA 9
H sapiens 588 LPTHQGWTPLHLAAYKGHLEIITHLLAESHANMGALGAVNWT PLHLAARHGEEAVVSALLQ
M musculus 596 LRTQOGWTPLHLATYKGHLEI IHOLAKSHVDLDALGSMOWT PLHLAAFQGEEGVMLALLQ
R norvegicus 597 LCTOQGWAPLHLATYKGHLEITHL LAKSHADLDALGSMOWTPLHLAAFCGEEGMMLALLQ
ANKIRINA 10 ANKIRINA 11
H sapiens 648 CGADPNAAEQSGWTPLHLAVORSTFLSVINLLEHHANVHARNKVGWTPAHLAALKGNTAL
M musculus 656 CGANPNAAEQSGWTPLHLAVHKGTFLGITHLLEYGADIHACNKVGWTPAHLAALKGNTAT
R norvegicus 657 CGANPNAAEQSGWTPLHLAVHKGTFLGIVHLLEHGADVHACNKVGWT PAHLAALKGNTET
ANKIRINA 12

H sapiens 708 LKVLVEAGAQLDVQDGVSCTPLOLALRSRKOGIMSFLEGKEPSVATLGGSKPGAEME T

M musculus 716 LKVLVKAAAQVDVKGGVSCTPLOLATHSPK-——————————————————————m

R norvegicus 717 LKVLVKACARLDAKDGVGCTPLOLATL.RSLK
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Figura 2. Alineamiento multiple de la secuencia de aminoacidos predicha de la proteina ANKK1
segun la base de datos Ensembl en humanos (Homo sapiens), en raton (Mus musculus) y en
rata (Rattus norvegicus). El sombreado indica una identidad del 100% de la secuencia de
aminoacidos. Los dominios estan subrayados vy los sitios polimoérficos estan sefialados por una estrella
(adaptado de Hoenicka et al,. 2010 [19]).

A nivel estructural, ANKK1 esta constituida por un dominio Ser/Thr quinasa en su
extremo amino-terminal (Nt, codificado por los 6 primeros exones), un interdominio
(ID, codificado por el exdon 7) y un dominio de repeticiones de tipo ankirina en el
extremo carboxilo-terminal (Ct, codificado por el exdn 8), existiendo 11
repeticiones de ankirina en raton y rata y 12 en humanos (Fig. 3).

Dominio de repeticiones ankirina ==

BEEaeeeeeeie

Figura 3. Estructura de la proteina ANKK1. Se muestra el dominio quinasa en el extremo amino
terminal (Nt) de ANKK1 y el dominio de repeticiones ankirina en el Ct. Esta sefialada la sustitucion
aminoacidica (E713K) que produce el SNP TaglA con un rombo verde. Con un rombo morado se
sefiala el sitio activo predicho del dominio quinasa, residuo caracteristico de las Ser/Thr quinasas
(representacion estructural adaptada del software SWISS-MODEL Workspace,
http://swissmodel.expasy.org).

. 2

Las Ser/Thr quinasas median respuestas a través de la fosforilacion de grupos
hidroxilo de residuos de Ser/Thr de otras proteinas y a menudo forman parte de
cascadas de transduccion de sefial. Por su parte, los dominios ankirina son
motivos muy comunes de interaccidn entre proteinas y juegan un papel crucial en
la unién de las proteinas que los contienen a sus sustratos [20,21]. Se trata de
modulos de 33 aminodacidos que se repiten en tandem al menos cuatro veces. Su
presencia en las proteinas puede estar relacionada con diversas funciones, tales
como el inicio de la transcripcién, la regulacién del ciclo celular, el transporte de
iones, la maquinaria del citoesqueleto y cascadas de transduccion de sefial.

Se han descrito polimorfismos del gen ANKK1 que producen un cambio de
aminoacido tanto en el dominio quinasa como en el dominio de repeticiones de
ankirina. Tal es el caso del polimorfismo TaqlA, que supone un cambio de un
aminoacido glutdmico (acido, carga negativa) por una lisina (basico, carga
positiva) en la posicion 713 (E713K), localizado en la repeticion niumero 11 de la
ankirina de la proteina ANKK1 (Fig. 3) [1]. Se desconoce si este cambio podria
afectar a la estructura de la proteina, ya que ambos aminoacidos son polares. Sin
embargo, teniendo en cuenta que varia la carga de la proteina y que se localiza en
el dominio putativo de interaccion de ANKK1 con su sustrato, esta variacion podria
afectar a la afinidad de ANKK1 por otras proteinas, y por lo tanto afectar a su
funcién [1]. Ademas, el polimorfismo TaqlA se encuentra en desequilibrio de
ligamiento con el SNP rs.7118900, localizado en la region codificante del dominio
quinasa, que produce un cambio de alanina (A2) a treonina (Al) en la posicidn
239, lo que crea un nuevo sitio de fosforilacién in silico [19].
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1.3. ANKK1 ES UNA RIP QUINASA

1.3.1. GENERALIDADES DE LA FAMILIA DE LAS RIP QUINASAS

Las proteinas quinasa, todas ellas referidas en su conjunto como el quinoma
(formado por mas de 500 proteinas) se han clasificado en familias en base a la
similitud de sus dominios quinasa conservados [22,23]. Una rama del quinoma lo
constituye la familia de las RIP (Fig. 4).

N C(_Kinase JErmedee[RHiM] (D) )C RIP1
N Kinase Jermediate (NI IC RIP2
N ((_Kinase ——Dc  RIP3

N Kinase [ Intermediate - Ankyrin I~ C RIP4

N {__Kinase ™ Tniermediate L AnkydnJ——c RIPS

LRR
N oc COR—{ Kinase ]| wp c RIP6
LRR (LRRK1)
N oc CO Kinase wD C RIP7
(LRRK2)

Figura 4. Organizacion en dominios de la familia de las RIP quinasas. Representacion
esquematica de los diferentes dominios encontrados en la familia de las RIP. RHIM: motivo de
interaccion homotipico de RIP; CARD: dominio de reclutamiento de caspasas; LRR: repeticiones ricas
en leucina; Roc/COR: proteinas del complejo de Ras/Ct de Roc; WD: repeticiones de WD40; ARM:
armadillo (tomada de Humphries et al., 2015 [24]).

La familia RIP esta constituida por siete miembros que se caracterizan por tener
un dominio quinasa homélogo muy conservado y exhiben sus principales
diferencias en el extremo Ct (a excepcion de RIP6 y RIP7 que difieren del resto
por la presencia de repeticiones ricas en leucina en su region Nt). Las RIP
guinasas se han relacionado con diferentes funciones, tales como la regulacién de
la supervivencia y muerte celular, la proliferacién y la diferenciacién via
transduccion de sefiales en una gran variedad de tejidos y tipos celulares.
Ademas, desempefian un importante papel en situaciones de estrés celular en
respuesta a distintos factores ambientales, tales como patdgenos, inflamacién,
programas de diferenciacion celular y dafio celular en respuesta a sefiales
intracelulares y extracelulares [25]. Las proteinas RIP intervienen en diferentes
vias de sefalizacion, destacando la ruta del factor nuclear Kappa B (NF-kB) y de
las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK); Jun Nt quinasa (JNK),
p38 y quinasa regulada por sefiales extracelulares [26]. Esta familia también se ha
relacionado con la familia de las quinasas asociadas al receptor de Interleuquina-1
(IL-1) [27], que han sido ampliamente estudiadas en relacion a la sefializacion
mediada por IL-1 y el receptor tipo Toll (TLR) [28].
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En los Ultimos afios se ha puesto en evidencia el papel de las proteinas RIP en
necroptosis e inflamacion, siendo RIP1 el iniciador y RIP3 el mediador esencial
aguas abajo de RIP1 del proceso de necroptosis [29,30,31]. La necroptosis juega
un papel critco en la patogénesis de diferentes enfermedades
neurodegenerativas. Tal es el caso de la enfermedad de Gaucher en la que la
deficiencia de RIPK3 mejora sustancialmente el curso clinico de un modelo murino
de la enfermedad, incrementando la supervivencia, coordinacién motora y
reduciendo los dafios cerebrales y hepéticos [32]. Asimismo, RIPK1/RIPK3 juegan
un papel critico en la degeneracion axonal progresiva en un modelo de esclerosis
lateral amiotrdfica [33], por lo que la inhibicién de RIPK1 podria suponer una diana
terapéutica para diferentes enfermedades neurodegenerativas. RIP2 también se
ha relacionado con enfermedades inflamatorias, ya que la sefalizacion mediada
por las proteinas que contienen los dominios de oligomerizacion por uniéon de
nucledtidos (NOD1/2)-RIP2 desencadena la patogénesis de la esclerosis multiple
en modelos murinos [34], mientras que RIP2 también participa en la inflamacién
alérgica mediante la activacion de NF-k[3 y expresion de genes proinflamatorios
[35]. La deficiencia de RIP2 se ha asociado ademas con una mejoria de la
hipertrofia cardiaca, la inflamacion y la fibrosis a través de la modulacion de
mudltiples rutas de sefializacion [36]. Estos estudios revelan una conexién funcional
de diferentes proteinas RIP en los procesos de necroptosis e inflamacién que son
habituales en diferentes tipos de patologias.

Ademas de las funciones comunes de las RIP quinasas, la presencia de regiones
y dominios variados en los diferentes miembros de esta familia hace posible que
estas proteinas ejerzan otras funciones alternativas.

1.3.2. RIP1

Fue el primer miembro identificado de la familia. Cuenta con un dominio quinasa
en su extremo Nt, un ID con un dominio de interaccién homotipica (RHIM) que
permite el reclutamiento de complejos de sefializacién y un dominio de muerte en
su extremo Ct (Fig. 4). La unién del factor de necrosis tumoral TNF-a a su receptor
TNF-R1 dara lugar a la formacién de varios complejos secuenciales, en los que
RIP1 sera un elemento fundamental [37]: el primer complejo conlleva la activacion
de NF-kB y la expresion de proteinas anti-apoptoticas [38,39], induciendo rutas
pro-inflamacion y pro-supervivencia. Cuando la caspasa-8 corta a RIP1 en su
extremo Ct, el producto de la escision bloguea la activacién de NF-k y se forma el
segundo complejo que induce la apoptosis [40]. Si se bloquea la apoptosis, RIP1
interacciona con RIP3 y forman el complejo del necrosoma junto con Mixed
Lineage Kinase Domain-Like Protein (MLKL) que conducira a la necrosis
programada [29,30,31], siendo fundamental la actividad quinasa de ambas
proteinas RIP para este proceso [29,41]. Hallazgos recientes han revelado que
RIPK1 ademés tiene un papel en la inhibicién de la necroptosis y por tanto limita,
no solo promueve la inflamacion, pudiendo ejercer funciones pro- o anti-
apoptoticas segun el estadio embrionario [42]. De hecho, los ratones que expresan
RIPK1 cataliticamente inactiva son viables pero su actividad quinasa se requiere
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para la necroptosis [43]. RIP1 se expresa constitutivamente en muchos tejidos, en
los que se encarga de regular la muerte celular y mantener la homeostasis.

1.3.3. RIP2

Fue descrita por primera vez por tres grupos independientes como una RIP
quinasa que tiene un papel en la activacion de NF-kB y apoptosis [44,45,46].
Ademas del dominio quinasa en su extremo Nt, RIP2 cuenta con un ID y un
dominio de reclutamiento y activacién de caspasas [47] (Fig. 4). Su actividad
quinasa es dispensable para activar NF-k3 pero se requiere para activar ERK y
para estabilizar a la propia RIP2 [48,49]. RIP2 juega un papel clave en la
inmunidad innata y adaptativa [50,51]. Tras la activacién mediada por péptidos
bacterianos especificos, las proteinas NOD1/2 interaccionan con RIP2 via su
dominio CARD para inducir la activacién de NF-kB y regular respuestas inmunes
innatas, por lo que ejerce un papel protector en la inmunidad de mucosas y
homeostasis. Se ha descrito que la ausencia de RIP2 resulta en la alteracion de la
expresion de mediadores proinflamatorios, la reduccion de la infiltracion de
neutrofilos y el incremento de la carga bacteriana en modelos de infeccion
pulmonar [52,53], si bien es cierto que en algunos casos la mediacién de la
respuesta anti-bacteriana por RIP2 puede ser dafina para el huésped,
incrementando la respuesta inflamatoria tras una infeccién secundaria por
Escherichia coli [54].

Se ha identificado una variante de splicing de RIP2 que codifica la proteina RIP2-3
[55]. Esta variante presenta una porcion del extremo Nt con el dominio quinasa, y
carece del ID y del dominio CARD, y se ha relacionado con una pérdida de
activacion con respecto a diferentes moléculas, entre ellas NF-kf3.

Asimismo, RIP2 juega un papel clave en la diferenciacion del masculo esquelético
[56]. Inicialmente se describié que RIP2 es un punto de control en la miogénesis
esquelética, ya que su expresién disminuye durante la diferenciacion de
mioblastos murinos en cultivo y mioblastos primarios, y su sobreexpresion produce
un incremento de la proliferacion y una inhibicién de la diferenciacion [56]. Mas
tarde se confirmaron estos hallazgos, cuando se hallé que su disminucién en
mioblastos murinos es un prerrequisito para su correcta diferenciacion puesto que
la inhibicion de su expresion incrementa la diferenciacién miogénica tanto en
mioblastos normales C2C12 como humanos de Rhabdomyosarcoma [57].
También se ha encontrado su expresion en miocitos cardiacos, en los que podria
tener un papel en el corazon estresado isquémico [47]. Todos estos datos
confirman la importante funcién de esta proteina en un contexto de desarrollo y
diferenciacion de tejido muscular.

1.3.4. RIP3

La proteina RIP3 cuenta con un dominio quinasa, carece de ID y cuenta con un
dominio RHIM en su extremo Ct (Fig. 4). La sobreexpresion de RIP3 puede inducir
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apoptosis y activacion de NF-kf [58,59,60,61]. Ademas, la actividad quinasa de
RIP3 y su dominio de interaccion RHIM se requieren para la sefializacion por
necrosis [29]. Hallazgos recientes han puesto en evidencia que la actividad
quinasa de RIPK3 es esencial para la necroptosis, aunque también regula si la
célula activa caspasa-8 y por tanto muere por apoptosis [62]. Por todo esto, RIP3
comparte funciones con RIP1 en cuanto a la regulacion de la homeostasis y la
muerte celular.

1.3.5. RIP4

Esta proteina se describio por primera vez como una proteina quinasa C de
interaccion a proteina & (PKC-DIK) ya que es una quinasa que interacciona con
PKC [63,64]. Es la RIP quinasa mas similar a RIP5/ANKK1, dado que ambas
presentan un dominio quinasa en su extremo Nt con una elevada homologia de
secuencia, un ID y mdltiples repeticiones de tipo ankirina en el extremo Ct (Fig. 4),
siendo la homologia total entre ambas del 35%. La sobreexpresion de RIP4 induce
la activacion de NF-kB y de la via JNK [65,66]. De manera similar a RIP1, RIP4 es
cortada por caspasas durante apoptosis, resultando en la inhibiciébn de su
actividad de promover la sefalizacion de NF-kB [65]. RIP4 se requiere para la
diferenciaciéon de queratinocitos [67], siendo una proteina clave en la regulaciéon
del desarrollo epidérmico y la homeostasis. A diferencia de RIP1 y RIP2, ambas
actividades de RIP4 dependen de su actividad quinasa [65].

En este punto cabe destacar que, si bien todos los miembros de la familia RIP
estan muy relacionados desde un punto de vista estructural, las anteriormente
descritas presentan una mayor homologia y proximidad filogenética con ANKK1

(Fig. 5).
RIP4

99
100 ANKKA1

RIP2

RIP1

RIP3
Figura 5. Relacién filogenética entre la proteina ANKK1 y las proteinas RIP quinasas. Las

secuencias aminoacidicas se compararon utilizando NJ algoritmos (Kumar et al., 2001, [68]), (adaptada
de Ponce et al., 2009 [69]).

1.3.6. RIP5, ANKK1

El estudio del quinoma revelo la existencia de una proteina RIP muy similar a RIP4
teniendo en cuenta la organizacién de su dominio quinasa y su dominio de
repeticiones de ankirina (Fig. 4). La organizacion estructural similar de ambas
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proteinas podria sugerir una funcion relacionada. Esta proteina ha sido el objeto
principal de estudio de la presente Tesis Doctoral.

1.3.7. RIP6

Al igual que RIP4 y ANKK1, las proteinas RIP6 y RIP7 se caracterizan por la
presencia de un dominio quinasa y de repeticiones de ankirina, pero a diferencia
de las anteriores, estas repeticiones se localizan en el extremo Nt. RIP6 y RIP7
cuentan ademas con dominios adicionales tales como repeticiones ricas en leucina
(LRR) (de ahi sus respectivos nombres LRRK1 y LRRK?2), un dominio de proteinas
del complejo de Ras/Ct de Roc (Roc/COR) y repeticiones WD40 (WD) (Fig. 4).

1.3.8. RIP7

Ademas de la organizacion caracteristica de los dominios previamente descrita y
proxima a RIP6, RIP7 presenta un dominio armadillo (ARM) afiadido en su
extremo Nt (Fig. 4). La elevada similitud en la organizacion estructural de ambas
proteinas sugiere funciones biolégicas conservadas. Se ha encontrado un ortélogo
de RIP6 y RIP7 en Drosophila y Caenorhabditis elegans, a diferencia del resto de
miembros de esta familia que Unicamente se han descrito en vertebrados. Estas
proteinas se correlacionan con una susceptibilidad a la enfermedad de Parkinson
[70,71,72,73]. LRRK2 estd involucrada en la proliferacion, migracién vy
diferenciacién neuronal y en la morfogénesis de otros tejidos no neuronales [74].
Hallazgos recientes han revelado que RIP7 modula la intensidad de la
sefializaciébn de NOD1/2-RIP2, ya que esta proteina es necesaria para la
fosforilacién éptima de Rip2 bajo la activacién de Nod2 [75]. Este estudio revela
gue RIP7 es un regulador positivo de RIP2 y promueve la induccion de citoquinas
inflamatorias a través de la via NOD1/2-RIP2.

En resumen, las proteinas RIP no solo comparten su arquitectura estructural, sino
también una serie de rasgos funcionales, regulando la homeostasis de muchos
tejidos y estando a menudo interconectadas en diferentes procesos y rutas de
sefializacion. Cabe destacar que varios miembros de la familia de las RIP estan
involucrados en la diferenciacion de distintos tejidos: RIP2 regula la diferenciacion
de mioblastos, RIP4 ejerce un papel en la diferenciacion de queratinocitos
mientras que RIP7 regula la diferenciacién neuronal y la morfogénesis de otros
tejidos. RIP5 sigue siendo la proteina mas desconocida de esta familia, no
obstante, su elevada homologia estructural con RIP4 sugiere la posible implicacion
de ANKK1 en este tipo de procesos.
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1.4. RELACION DE ANKK1 CON PROCESOS DE DESARROLLO

1.4.1. ANKK1 Y NEURODESARROLLO

Los primeros estudios de expresion de ANKK1 revelaron que su acido ribonucleico
mensajero (ARNm) se expresa en placenta y médula espinal, aunque inicialmente
no se encontrd su expresion en cerebro, cerebelo, higado fetal o médula espinal
[1]. Pocos afios después se publicaron dos estudios en los que se identificaron
varios péptidos mediante espectrometria de masas que podrian corresponder a
ANKK1: en el primer estudio se identificaron varios péptidos correspondientes
tanto al dominio quinasa como al dominio de ankirinas de ANKK1 en plasma
humano [76]. Dos afios después se realizé un analisis del fosfoproteoma en
células HelLa (linea celular derivada de cancer de cervix humano) en el que se
detectdé la treonina de la posicion 694 de ANKK1 como sitio putativo de
fosforilacion [77]. Estos estudios confirmaban que ANKK1 es una proteina
susceptible de fosforilacion que se expresa en humanos.

A raiz de estos estudios y hasta la fecha, nuestro grupo ha estudiado el patron de
expresion de ANKK1 tanto a nivel de ARN como a nivel de proteina con el fin de
elucidar la funcion bioldgica de esta proteina. En 2010, se encontraron evidencias
in silico de la existencia de tres putativas isoformas de ANKK1 en humanos,
ratones y ratas: ANKK1 completa (ANKK1-fl, con el dominio RIP quinasa y el
dominio de repeticiones ankirina), ANKK1-quinasa (ANKK1-k, sélo el dominio RIP
quinasa) y ANKK1-ankirina (ANKK1-ank, sélo el dominio de ankirinas) [19]. La
expresiéon putativa de tres isoformas sugiere diferentes funciones bioldgicas para
cada una de ellas. En este trabajo, nuestro grupo encontré la expresién de ANKK1
en diferentes tejidos a nivel de ARNm, y a nivel de proteina demostré la expresién
de la isoforma quinasa y sus posibles formas modificadas post-traduccionalmente.
Se demostr6 ademéas que ANKKL1 se expresa en las células astrogliales del
sistema nervioso central, tanto en humanos como en ratones, y también se
expresa en la glia radial, que son las células que sirven de guia a las neuronas
migratorias durante el desarrollo del sistema nervioso central [78]. Estos hallazgos
demostraban por primera vez la expresion de ANKK1 en sistema nervioso central
en desarrollo y adulto.

Un afio después, se encontraron las primeras evidencias funcionales definidas por
TaglA [79]. Se observaron diferentes niveles basales de expresién de las
isoformas quinasa que contenian el alelo Al, A2 o la proteina mutante
cataliticamente inactiva con un cambio de una Lisina (K) por una Arginina (R) en la
posicién 51 (K51R), asi como la diferente respuesta de cada isoforma tras la
adicion del agonista dopaminérgico apomorfina. Poco después encontramos por
primera vez la regulacion opuesta de Ankkl ante el estimulo con diferentes
agonistas dopaminérgicos [80]. Recientemente se determind la expresion variable
y regulada de ANKK1 durante el desarrollo del cerebro de ratén en los periodos
prenatal, postnatal y en la edad adulta [81]. En este Ultimo trabajo se demostré por
primera vez la correlacion entre ANKK1 y el ciclo celular, ya que se producia un
incremento de la isoforma ANKKZ1 nuclear durante la mitosis. Ademas, se observo
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que la sobreexpresion de ANKK1 afectaba a las fases G1 y M del ciclo celular en
diferentes lineas celulares, y el efecto observado era diferente en funcién del
tratamiento con apomorfina y de la isoforma de ANKK1 sobreexpresada.
Adicionalmente, este estudio demostraba la participacion de ANKK1 en la fase M
del ciclo celular tanto en la neurogénesis como en progenitores neurales con
capacidad de autorrenovacion en cerebro anterior de embriones murinos. Estos
hallazgos sugerian que la regulacion de la expresion de ANKK1 podria tener un
impacto en la progresion del ciclo celular durante el desarrollo del sistema nervioso
central.

Por lo tanto, los resultados hasta la fecha sugieren un papel clave de esta proteina
en un contexto de neurodesarrollo, asi como su relacion funcional con el sistema
dopaminérgico, que daria explicacién a los estudios de asociacién genética de
ANKK1 y diferentes condiciones psiquiatricas.

1.4.2. ANKK1 Y DESARROLLO DE MUSCULO ESQUELETICO

Como se ha desarrollado previamente, existe un conjunto de evidencias que
apunta a la relacion de ANKK1 con procesos de neurodesarrollo. Sin embargo, la
asociacion de una serie de hallazgos que se describen a continuacion, junto con
recientes descubrimientos de nuestro laboratorio, sugiere que el papel de ANKK1
no se limita al sistema nervioso central, sino que podria tener un papel en un
contexto de desarrollo otros tejidos, concretamente del masculo esquelético:

1) En un contexto gendémico, el gen ANKK1 se localiza en un cllster conservado
en vertebrados de 521 kb, junto con los genes que codifican la molécula de
adhesién celular neural (NCAML), tetratricopeptide repeat domain 12 (TTC12) y el
receptor dopaminérgico D2 (DRD2) [82] (Fig. 6), denominado NTAD. De hecho, el
SNP TaglA se localiza a 10 kb del codén de parada de DRD2.

1k =

NCAM1T gene TTC12 gene ANKK1 gene

L L T A I B T R B R 1

DRDZ gene

Figura 6. Representacion esquematica del cluster de genes NTAD de 521 kb en el cromosoma
11g22-q23, que contiene los genes NCAM1, TTC12, ANKK1 y DRD2. Las flechas indican la pauta
de lectura abierta. Las regiones codificantes y no codificantes se muestran en cajas verticales negras y
lineas horizontales grises, respectivamente (tomada de Ponce et al., 2009 [69]).

NCAM1 codifica una glicoproteina de superficie implicada en procesos de
neurodesarrollo y juega un papel clave en la plasticidad sinaptica y en la
diferenciacion neuronal [83,84]. TTC12 codifica una proteina con dominios de
repeticiones tetratricopéptido y repeticiones ARM que podria funcionar como
anclaje de complejos multiproteicos de sefializaciéon [85,86]. Se desconoce su
funcién fisiologica, pero se sabe que estos dominios ARM junto con la dopamina
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interactian en la via de Wingless-int (Wnt), pudiendo tener un papel en un
contexto de neurodesarrollo [86]. DRD2 codifica una molécula clave en la
fisiopatologia de una gran variedad de trastornos psiquiatricos, siendo TaglA
marcador de variantes funcionales tanto en ANKK1 como en DRD2.

Ademas del papel bien establecido de NCAM1 en neurogenesis, esta proteina
también se ha relacionado ampliamente con procesos de miogénesis Yy
regeneracion de musculo esquelético, lo que extiende el papel para los genes
incluidos en este clister genédmico mas alla del neurodesarrollo y apunta a su
implicacion en la especificacion de otros tejidos.

NCAML1 se expresa en células miogénicas activadas durante la proliferacion y la
diferenciacion hasta la formacion de fibras regenerativas en humanos [87],
también en ratas [88], mientras que esta principalmente expresada en estadios
iniciales de diferenciacion en mioblastos murinos [89]. Ademas, se ha descrito que
NCAM1 marca poblaciones no proliferativas de células adultas miogénicas
comprometidas a diferenciacion en cultivos primarios derivados de musculo de
raton [90] y se expresa activamente en fibras en regeneracion en diferentes
patologias neuromusculares [91,92]. Estos hallazgos, junto con la proximidad
genomica entre ANKK1 y NCAM1, apuntan a la posible participacion de ANKK1 en
procesos celulares relacionados con el desarrollo y regeneracion de musculo
esquelético.

2) Como se ha detallado previamente, RIP2 es un importante regulador de la
proliferacién y diferenciacion mioblastica, siendo su reduccién un requisito para su
correcta diferenciaciéon [56,57]. En este Ultimo trabajo ademas estudian la
expresién en mioblastos humanos y murinos de los cuatro miembros de la familia
RIP con mayor similitud estructural a ANKK1. En mioblastos murinos C2C12 en
proliferacién se detecté la expresion de Ripl, Rip2, Rip3 y Rip4, siendo los niveles
basales de Rip2 y Rip3 mas elevados; tras la diferenciacion, la expresion de todos
ellos disminuia en mayor o menor medida, siendo esta reduccibn mas
considerable de nuevo en Rip2 y Rip3 y, coincidiendo con resultados previos en el
caso de Ripl y Rip2 [56,57]. El estudio en diferentes lineas procedentes de
mioblastos humanos de Rhabdomyosarcoma mostré resultados variables, ya que
no se detectd la reduccion de RIP1 y RIP2 tras la diferenciacion y ni siquiera se
hall6 la expresion de RIP3 y RIP4 en estas lineas. Los autores ya apuntaron a la
expresion de RIP5 (ANKK1) en mioblastos humanos. La similitud estructural de
ANKK1 con estos cuatro miembros de su familia podria sugerir que esta proteina
también se exprese en precursores de musculo esquelético y esté implicada en
este tipo de procesos.

3) A pesar de que hasta la fecha toda la literatura relacionada con ANKK1 se ha
centrado en cerebro, no podemos dejar de lado el hecho de que ANKK1 se
expresa en muchos otros tejidos: Neville y colaboradores [1] detectaron su
expresion en placenta y médula espinal, mientras que estudios llevados a cabo
por nuestro grupo [19] encontraron su expresion ademdas en higado, pulmones,
hueso, bazo y corazon. A raiz de los estudios de desarrollo, encontramos ademas
gque ANKK1 se expresa en las regiones donde se localizan los precursores
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musculares derivados de los somitas en el embrion (Fig. 7), estructuras que se
encargaran del desarrollo y formacion de los futuros musculos adultos.

DAPI / ANKK1/ TUBB3

Figura 7. Inmunofluorescencia de embrién murino E14.5 mostrando el patréon de expresion de
ANKK1 en los primordios musculares que daran lugar a los musculos del tronco. Se observan
los nucleos tefiidos con DAPI, ANKK1 (rojo) y el marcador neuronal B3-Tubulina (TUBB3, verde).
Escala: 25 pym.

Estas observaciones, junto con los antecedentes previamente mencionados a lo
largo de este apartado, plantean la posibilidad de que ANKK1 esté relacionada
con procesos de desarrollo y diferenciacion de musculo esquelético. Por este
motivo, resulta interesante estudiar esta relacién ya que el conocimiento de la
expresién de ANKK1 en nuevos tejidos podria ayudar a elucidar el papel biol6gico
de esta proteina.
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1.5. ORIGEN DEL MUSCULO ESQUELETICO EN VERTEBRADOS

1.5.1. FORMACION DE LOS MUSCULOS EN EL EMBRION

La mayor parte de los musculos del cuerpo y algunos musculos de la cabeza se
originan a partir del mesodermo paraxial presomitico (PSM), que se segmenta en
unas estructuras embrionarias conocidas como somitas dispuestas a ambos lados
del tubo neural y notocorda [93]; mientras que el resto de musculos de la cabeza
se originan a partir del mesodermo paraxial de la cabeza (localizado anterior al
primer somita formado) y del mesodermo precordal [93].

En modelo murino, el primer somita se forma a dia embrionario (E) E8 (Fig. 8).
Durante la gastrulacion, las futuras células precursoras somiticas van rellenando el
mesodermo presomitico (esfera epitelial rodeada por un nucleo mesenquimal),
conformando asi la unidad somitica. Los somitas se producen continuamente en
pares a cada lado del neuraxis hasta unos dias después de la mitad de la
gestacion (E13.5) [93]. Durante el curso de la maduracion somitica, el
compartimento ventral (adyacente a la notocorda) se dispersa primero en células
esclerotomales, que daran lugar a tejidos como hueso y cartilago, mientras que la
region dorsal del somita retiene un dermomiotomo epitelial que contribuird a la
formacién de musculo esquelético, dermis dorsal y costillas distales (Fig. 8). Este
dermomiotomo sirve en parte como fuente de células progenitoras musculares
(MPCs): los progenitores en el labio dorsomedial del dermomiotomo son los
primeros en comprometerse a la miogénesis. Estos migran bajo el dermomiotomo
para la formacién del miotomo subyacente (primera masa muscular que se forma,
[94]) donde diferencian hacia miocitos mononucleados que estan asociados a los
ejes anterior (rostral) y posterior (caudal) del somita. Los progenitores del labio
ventrolateral siguen al primero, contribuyen al crecimiento del miotomo y migran
para la formacién de masas musculares mas distales.

Las MPCs que migran al miotomo forman un compartimento de células
principalmente post-mitéticas que diferencian directamente a musculo esquelético
bajo el epitelio del dermomiotomo. Inicialmente, se generan miotomos separados:
epaxial (dorsal, adyacente al tubo neural y notocorda, dara lugar a los musculos
de la espalda) e hipaxial (ventral, dard lugar al resto de la musculatura y
extremidades). A medida que los miotomos epaxial e hipaxial se desarrollan, se
fusionan para formar una capa continua de miotomo, que constituird el primer
tejido muscular embrionario (Fig. 8).
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Figura 8. Modelo de formacion de musculo esquelético a partir de MPCs en embrién murino. El
PSM se segmenta en somitas. La region dorsal de los somitas (dermomiotomo) contiene MPCs que
migran por debajo de este para formar el miotomo y forman miocitos mononucleados. Las MPCs que
expresan PAX3/PAX7 de la porcion central del dermomiotomo (representado como una capa
suprayacente desplazada) alcanzan el miotomo para asegurar el crecimiento muscular, suponiendo los
primeros esbozos de los musculos del tronco. Los progenitores del labio ventrolateral migran para
establecer los musculos de las extremidades. En el rat6n estos expresan PAX3 pero no PAX7. No
todos los ganglios de la raiz dorsal (DRGSs) estan indicados; sélo se ilustran somitas representativos a
lo largo del eje rostro-caudal; las yemas epiteliales nacientes esféricas del PSM mesenquimal se
localizan mas caudalmente; el miotomo y esclerotomo extienden su anchura a cada somita; una vez los
somitas se disocian, las miofibras se fusionan a lo largo del eje rostro-caudal de los bordes de los
somitas previos. DRG: ganglios de la raiz dorsal; NT: Tubo neural; NC: Notocorda; Sc: Esclerotomo;
PSM: Mesodermo presomitico (tomada de Sambasivan et al., 2007 [95]).

La migraciébn es por lo tanto un proceso clave para conseguir una correcta
morfogénesis durante el desarrollo embrionario. La migracion de una célula
individual se regula de manera intrinseca y consiste en cuatro pasos [96]:

1. Polarizacién: orientacion de la célula hacia la direccién de la migracion. Es un
proceso complejo muy coordinado que afecta a toda la extension celular y en la
gue el citoesqueleto ejerce un papel clave.

2. Protrusién: formacion de prolongaciones en el eje activo. Los filamentos de
actina se polarizan en el eje de avance y empujan a la membrana hacia la
direccidén de la migracion.

3. Adhesion: las prolongaciones asi formadas deben unirse a las matrices
celulares adyacentes para estabilizarse, que a su vez servirdn de soporte a la
célula para avanzar. Las integrinas tienen un papel clave en la adhesion focal.

4. Retraccién: a medida que la célula avanza, el eje retractor se repliega para
permitir el avance celular. La liberacion de las adhesiones focales de este eje
permite mantener la polaridad del eje activo e iniciar un nuevo ciclo migratorio.
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La migracion de una célula aislada se asemeja notablemente a la de un colectivo
de células [97]. La migracién celular colectiva es la capacidad de un grupo de
células para moverse juntas y simultaneamente, afectando el comportamiento de
unas a otras ya sea a través de conexiones estables o transitorias [98]. La
migracion colectiva requiere coordinacion y cooperacion entre las células
migratorias y tiene una gran importancia a la hora de orquestar complejos eventos
morfogenéticos durante el desarrollo embrionario.

1.5.2. MIOGENESIS PRIMARIA Y SECUNDARIA

La fusion de mioblastos durante la embriogénesis ocurre en dos estadios
conocidos como miogénesis primaria y secundaria [99], que resultara en musculos
individuales compuestos por multiples miofibras. Durante la miogénesis primaria,
los mioblastos embrionarios se fusionan para formar las fibras primarias (células
musculares multinucleadas que aparecen temprano en el desarrollo embrionario).
Algunos dias después aumenta la prevalencia de los mioblastos fetales (células
progenitoras musculares proliferativas presentes en el desarrollo tardio del
embrion), que se fusionan entre ellos para formar las miofibras secundarias,
desarrollandose cerca de las miofibras primarias [100]. Al final del desarrollo, el
musculo alcanza un estado maduro y aparece un tercer tipo de célula precursora
muscular, la célula satélite (SC) [101]. Los mioblastos derivados de SCs seran los
responsables del crecimiento y regeneracién del musculo esquelético adulto
[102,103,104].

1.6. GENERALIDADES DEL MUSCULO ESQUELETICO ADULTO

1.6.1. ESTRUCTURA Y PROPIEDADES

El musculo esquelético adulto es un tejido post-mitético altamente organizado,
jerarquizado y estructurado, que supone alrededor del 40% del peso corporal.
Tiene una capacidad extraordinaria de regeneracion en respuesta a herida o
ejercicio, teniendo las SCs un papel esencial en este proceso.

El masculo esta rodeado por el epimisio (Fig. 9), una matriz de tejido conectivo
formado por fibras de colageno reticuladas que se prolongan hasta los extremos
distal y proximal y conforman los tendones. En las inmediaciones del tejido
conectivo se localizan los vasos sanguineos y fibras nerviosas que aumentan su
tamafio a medida que salen del musculo. La vascularizacién es esencial para el
funcionamiento muscular, para el intercambio metabdlico de nutrientes y oxigeno y
eliminacion de sustancias de desecho (&cido lactico, CO,). En cuanto a la
inervacion muscular, cada fibra esta en contacto con una terminacion nerviosa que
regula su actividad y que transmite las 6rdenes procedentes del sistema nervioso
central.
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Los musculos estdn organizados en paquetes musculares o fasciculos
encapsulados por una nueva capa de tejido conectivo, el perimisio. A su vez, los
fasciculos musculares agrupan conjuntos de entre 20-80 fibras musculares,
rodeadas por una fina capa de tejido conectivo llamada endomisio (Fig. 9). La fibra
muscular o miofibra es la unidad contractil mas pequefa del musculo. En la mayor
parte de musculos esqueléticos, los fasciculos contienen dos o mas tipos de fibras,
aungue en un musculo completo suele predominar un tipo especifico de fibra.

Tendon Epimisio

> — Perimisio
o
° a4
! Endomisio
Fasciculo
\J

Miofibrilla

Fibra
muscular

Figura 9. Estructura del musculo esquelético. Esquema de la estructura del masculo esquelético,
rodeado por el epimisio y organizado en fasciculos de fibras que a su vez estan rodeadas por el
perimisio. Las fibras musculares estan recubiertas por el endomisio y estan compuestas por las
miofibrillas, que son las unidades basicas de contraccion muscular (adaptado de Medical Art (Servier:
https://smart.servier.com/smart_image/tendon-anatomyy/)).

El tejido muscular posee una serie de propiedades que le permiten llevar a cabo
sus funciones especificas:

e Excitabilidad: capacidad de responder a estimulos.

e Contractibilidad: capacidad de contraerse ante un estimulo. Se trata de una
propiedad Unica del tejido muscular.

e Elasticidad: propiedad fisica del musculo que permite a las fibras acortarse y
recuperar su longitud tras un estiramiento.

e Extensibilidad: capacidad de estiramiento de las fibras.

e Plasticidad: capacidad de modificar su estructura en funcién del trabajo, esto
es, de adaptar la prevalencia de un tipo especifico de fibra.

Estas propiedades hacen que la funcion principal del musculo sea la produccion
del movimiento de érganos y segmentos 6seos [105], ya sea para locomocion o
respiracion. Segun su funcion especifica, se clasifica en muasculo cardiaco, liso y
esquelético o estriado, siendo este Ultimo el causante de los movimientos de los
segmentos 0seos.
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1.6.2. CLASIFICACION

Los musculos esqueléticos a su vez se pueden clasificar atendiendo al tipo de
movimiento en el que participan (agonistas y antagonistas), al nimero de
articulaciones que atraviesan (uniarticulares o biarticulares), a su distribucion con
respecto al tendén (fusiformes, multipenados, etc.) o a su forma (plano, circular,
ancho, largo o corto) [105]. Hay 640 musculos esqueléticos Unicos, funcional y
anatomicamente diferentes segun su origen embrionario, posicion (forma de los
musculos y patréon de inserciones 6seas), propiedades fisioldgicas (velocidad de
acortamiento y resistencia a fatiga), rutas reguladoras miogénicas, requerimientos
energéticos, tamafio de las unidades motoras (nimero de fibras motoras que cada
motoneurona inerva) y propiedades funcionales de las mismas. Otros subniveles
de heterogeneidad del musculo esquelético lo proporcionan los diferentes tipos de
fibras musculares y la pluralidad de las SCs, que se describen en los apartados
posteriores. La diversidad muscular, del tipo de fibra y de las SCs puede afectar a
la susceptibilidad de diferentes musculos y fibras a enfermedades y a la distinta
capacidad de regeneracién muscular.

1.7. LA FIBRA MUSCULAR

1.7.1. ESTRUCTURA Y COMPOSICION

La fibra muscular es cada una de las células que conforma un musculo. Se trata
de una célula alargada, con longitud variable desde milimetros a centimetros, y de
seccién transversal casi circular y didmetro entre 10 y 100 um (Fig. 10). Es una
célula multinucleada cuyos nucleos se disponen en la periferia, y resulta de la
fusién de mioblastos durante el desarrollo embrionario y crecimiento postnatal o de
las SCs durante la regeneracién adulta.

Terminal Sarcoplasmic _
T tubules cisterna  reticulum  Triad Sarcolemma

e — '@ \ Mitochondria
o U, ‘g i ' Thick
R ﬂ s gL filament

Thin Myofilaments
filament

MYOFIBRIL

Figura 10. Anatomia de una fibra muscular esquelética (Figura tomada de StudyBlue, Universidad
de Kansas: https://www.studyblue.com/notes/note/n/skeletal-muscle-histology/deck/7534470).
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La fibra muscular esta rodeada por el sarcolema, membrana bilipidica en la que se
alojan una serie de canales que permiten el paso de iones. Con el fin de que los
estimulos externos puedan penetrar en la fibra, el sarcolema presenta
invaginaciones tubulares que constituyen un sistema de tdbulos longitudinales y
transversales denominados tubulos T. El sarcoplasma es el citoplasma de la célula
muscular, donde residen los organulos esenciales para la funcién celular. Dentro
de los organulos que ejercen un papel en el proceso de contraccion se encuentra
el reticulo sarcoplasmico, que rodea los tubulos T y forma estructuras que
acumulan grandes cantidades de calcio y permite el paso del potencial de accion
necesario para la contraccion. Otro organulo crucial son las mitocondrias o
sarcosomas, que transforman la energia via la formacién de Adenosin trifosfato
(ATP), y junto con las gotas lipidicas y el glucégeno cubren el aporte metabdlico
para la funcién muscular. EI componente fundamental del citoesqueleto de las
fibras musculares son las miofibrillas, con 1 ym de diametro, responsables de la
apariencia estriada del musculo. Se disponen longitudinalmente a lo largo de la
fibra y estan constituidas por proteinas encargadas de la contraccion. Las
miofibrillas estdn formadas fundamentalmente por dos tipos de miofilamentos:
filamentos gruesos (formados por moléculas de miosina) y finos (formados por
moléculas de actina) que se organizan en sarcomeros, unidad minima funcional
contractil basica y repetitiva.

La observacion del sarcémero bajo diferentes técnicas microscopicas [26] permitid
definir las proteinas que contiene. Cada sarcomero esta delimitado por los discos
Z (banda oscura) (Fig. 11). Esta estructura esta compuesta principalmente por a-
actinina, desmina, vimetina, y junto con nebulina proporciona soporte posicional a
los filamentos de actina. La banda | (banda clara) esta compuesta principalmente
por filamentos de actina y rodea al disco Z. Estos filamentos de actina se
expanden a una banda oscura anisétropa conocida como banda A (Fig. 11), que
esta dividida por la zona H. Esta banda esta compuesta por filamentos gruesos de
miosina y esta interrumpida por una banda mas oscura, la banda M, que solo
contiene filamentos de miosina (Fig. 11). Expandiéndose del disco Z a la banda M
hay un filamento de titina (conectina), que no solo proporciona soporte estructural
pero también sirve de ensamblaje de la maquinaria contractil [106].

Filamentos LineaM Filamentos Disco Z

DiscoZ finos gruesos

B BandaA
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Figura 11. Representacion esquemética del sarcémero. (A) llustracion de las partes elementales de
un sarcémero. (B) Imagen de microsocopia electronica de un sarcomero (adaptada de Torre et al.,
2014 [107]).

Las miosinas son las principales proteinas sarcoméricas del misculo esquelético.
Se trata de moléculas hexaméricas que consisten en dos subunidades de cadena
pesada y cuatro subunidades de cadena ligera; el dominio globular Nt de la
cabeza contiene sitios de unién para actina y ATP. Existen diferentes isoformas de
miosina de cadena pesada (MyHC) que permitiran la clasificacion de las fibras
musculares.

1.7.2. CLASIFICACION

Las fibras musculares presentan un elevado nivel de especializacion y fueron
inicialmente clasificadas segin sus propiedades citoarquitecténicas, criterios
establecidos por primera vez por Brooke y Kaiser [108]. Hoy en dia se pueden
clasificar en dos grandes grupos en funcién de los siguientes criterios:

e La expresion de isoformas especificas de MyHC.

e Las rutas de metabolismo energético que utilizan.

1.7.2.1. Segun la isoforma de miosina de cadena pesada

Atendiendo a la presencia de isoformas especificas de MyHC, actualmente en
mamiferos se pueden distinguir cuatro tipos de fibras musculares esqueléticas
[109]:
e Fibras lentas o tipo I: expresan MyHCI, codificada por el gen MYH7 (Fig. 12).
Esta isoforma se expresa tanto en musculo esquelético como en musculo
cardiaco.
e Fibras rapidas o tipo ll: expresan MyHCII, a su vez se dividen en los siguientes
subtipos [110]:

o Tipo lIA: expresan MyHC-IIA, codificada por el gen MYH2.

o Tipo lIX: expresan MyHC-IIX, codificada por el gen MYH1 [111].

o Tipo IIB: expresan MyHC-IIB, codificada por el gen MYH4 (Fig. 12)

Estas cuatro poblaciones de fibras se pueden encontrar en muchas especies de
mamiferos, incluidos ratones y ratas, mientras que en la mayoria de los masculos
humanos, sélo las tipo I, lIA y IIX estan presentes [112]. Se especula que MyHC-
IIB no se expresa a nhivel de proteina, aunque se ha detectado su ARNm en
musculos humanos especializados [113,114] y en las extremidades de pacientes
gue sufren Distrofia Muscular de Duchenne [115], lo que podria sugerir que en
humanos, el gen que codifica para MyHC-IIB se podria reactivar en musculo
esquelético que sufre procesos de degeneracion/regeneracion.

Ademas de las MyHCs especificas de musculo esquelético, se pueden encontrar
otras isoformas de MyHC en musculo adulto:

47



Introduccién

e MyHCs del desarrollo: MyHC embrionaria (eMyHC) y MyHC perinatal/neonatal
(nMyHC), localizadas particularmente en musculos en regeneracion (codificadas
por MYH3 y MYHS8, respectivamente [113] (Fig. 12).

e MyHCs especificas de musculos concretos: MyHC-a (isoforma especifica
cardiaca), MyHC-extraocular (isoforma especializada de los musculos
extraoculares codificada por MYH13) [116,117,118]; en los Gltimos afios se han
identificado genes adicionales de MyHC sarcoméricas: MyHC ténica lenta,
MyHC15 (ambas expresadas en los musculos extraoculares) codificadas por
MYH7b y MYH15 [119]; MYHC16 expresada en mandibula [120,121] (Fig. 12).

Genes Proteins Expression
— MYH13 MyHC-EO Extraocular m.
MYH8 MyHC-neo Developing m.
Skeletal MYH4 MyHC-2B Fast 2B fibers$
MYH1 MyHC-2X Fast 2X fibers
MYH2 MyHC-2A Fast 2A fibers
| — MYH3 MyHC-emb Developing m.
Cardiac [—— MYH6 MyHC-o Jaw m.5 (& heart)
— MYH7. MyHC-B/slow Slow m. (& heart)

MYH7b* MyHC-slow/tonic Extraocular m.

MYH15 MyHC-15 Extraocular m.

MYH16 MyHC-M Jaw m.§

Figura 12. Panel completo de los genes de MYH sarcomérica en mamiferos con los
correspondientes productos proteicos y su patrdn de expresion. La relacién evolutiva entre los
genes MYH se indica en el arbol filogenético a la izquierda. El espacio y la longitud de las ramas no
reflejan la escala real, Unicamente las fioras musculares extrafusales se tienen en cuenta para el
patrén de expresion. ® Expresion sélo en mamiferos. MYH7b*, también referido como MYH14, se
expresa tanto en musculos lentos como en corazén a nivel de transcrito, pero Unicamente en misculos
extraoculares a nivel de proteina. (Esquema modificado de Rossi et al., 2010 [119] en Schiaffino y
Reggiani 2011 [122]).

En humanos, las diferentes isoformas de MyHC se pueden expresar en fibras
Unicas (fibras tipo I, 1A y 1IX), o bien se pueden expresar en diferentes
proporciones en fibras hibridas (I/ll1A — HA/IIX — I/IIA/IX — 11X/1IB) [123]. Las fibras
hibridas pueden representar una transicion hacia una isoforma dependiente de un
estimulo [124]. La proporcion de fibras hibridas depende de diferentes factores,
como la edad (menor proporcion en ancianos, [125]), el género (menor proporcion
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en mujeres), o la actividad fisica (menor proporciébn en personas con
entrenamiento de resistencia [125]).

1.7.2.2. Segun la ruta de metabolismo energético

La isoforma especifica de MyHC que expresa una fibra muscular, y en particular
su actividad ATPasa, determina el ratio de contraccion de la misma [108,126].
Atendiendo a las caracteristicas contractiles y morfolégicas y al sistema energético
predominante para la obtencion de energia, las fibras musculares se clasifican en
dos grandes grupos:

e Fibras de contraccioén lenta, oxidativas o fibras rojas: Generalmente son fibras
de pequefio diametro, inervadas por una densa red de capilares y se les denomina
“rojas” por tener elevados niveles de mioglobina. Son resistentes a fatiga y se
basan en el metabolismo oxidativo para obtener energia, por lo que tienen un
elevado nimero de mitocondrias con crestas compactas, alto contenido enzimatico
oxidativo, bajos niveles de glucdgeno y enzimas glicoliticos. Presentan baja
actividad miosina ATPasa.

e Fibras de contraccién rapida, glicoliticas o blancas: Normalmente se trata de
fiboras de mayor didmetro, que estan inervadas por una red menos densa de
capilares y tienen bajos niveles de mioglobina. Son menos resistentes a fatiga y
obtienen la energia del glucégeno almacenado y la fosfocreatina, empleando
preferentemente un metabolismo glicolitico para la obtencién de energia, ya que
tienen pocas mitocondrias y bajo contenido enzimatico oxidativo. Presentan
elevada actividad miosina ATPasa.

Las fibras tipo | son oxidativas, las fibras tipo Ilb son glicoliticas, mientras que las
fibras tipo lla (rojas o intermedias) presentan caracteristicas comunes con las
fibras tipo | en cuanto a resistencia a fatiga, metabolismo oxidativo y contenido en
mioglobina, sin embargo contienen abundante glucégeno y mayor numero de
mitocondrias, lo que asegura una adecuada produccién de ATP para compensar el
aumento de la hidrélisis del mismo en este tipo de fibras de contraccion rapida.

A continuacion se describen brevemente las caracteristicas principales de los
sistemas de obtencién de energia de cada tipo de fibra muscular.

1.7.2.2.1. El sistema glicolitico anaerobio

La produccién de energia via glicdlisis tiene lugar en el sarcoplasma del musculo
esquelético, por el metabolismo de los carbohidratos (en forma de glucosa
sanguinea o de glucdégeno muscular) a piruvato [127], liberandose energia en
forma de ATP que permitira la contraccion (Fig. 13). La glicdlisis es un sistema
ineficiente, ya que por cada molécula de oxigeno se producen dos moléculas de
ATP para la contraccion, no obstante, dada la elevada concentracién de enzimas
glicoliticos asi como la velocidad de estas reacciones, se consigue generar
rapidamente mucha energia para la accion muscular. En este proceso también se
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genera acido lactico, que sera retirado por las fibras musculares glicoliticas a las
fibras oxidativas, donde el lactato podra ser oxidado en la mitocondria.

1.7.2.2.2. El sistema oxidativo aerobio

Se trata de un sistema energético muy importante en el cuerpo humano, ya que es
la principal fuente de energia de muchas actividades. Se lleva a cabo en las
mitocondrias, donde se produce la fosforilacion oxidativa para la produccion de
ATP. La fosforilacion oxidativa incluye el ciclo de Krebs (también llamado ciclo del
acido citrico o ciclo de los acidos tricarboxilicos) y la cadena de transporte de
electrones (Fig. 13). La energia se obtiene tanto a partir de los carbohidratos
(glucosa y glucégeno) como de las grasas (triglicéridos y acidos grasos). Se trata
de un sistema muy eficiente, ya que a partir de una molécula de glucosa se
obtienen 36 moléculas de ATP (18 veces mas que en el sistema anaerobio).
Ademas de proporcionar energia para la contraccion muscular, el sistema aerobio
se emplea para mantener la homeostasis celular en el tejido muscular, mediante el
procesamiento del acido lactico a través del ciclo de Krebs.

Glucose Lactate = =
E [ / \ \ ﬁ b Extracellular space
v

ruvate ruvate —— Acetyl-CoA
Py Py = tyl

M GLUT4 (N MCT1 g MCT4 g FAT/CD36
v v
:l (21S Cytosol
Al
Glycogen —— G-6-P FFA =—= TG
l Glycolysis
PFKFB3
F-2, F-6-P
)
EEEEEEEE - l PFK
NAD* Lactate Carnitine shuttle
F-1,6-P
Mitochondrion
NADH LDH
DHAP G-3-P FA-Acyl-CoA
NAD*
GPD1 Beta-
NADH oxidation
Glycerol-3P

Glycerol-3P
Glycerol-3P shuttle > GPD2
<—xt— DHAP

Oxidative phosphorylation

Figura 13. Esquema de las diferencias en el metabolismo de glucosa, lactato y acidos grasos
entre fibras rapidas y lentas. Las rutas prevalentes en las fibras rapidas o lentas se muestran en
flechas rojas o verdes, respectivamente. DHAP, dihidroxiacetona fosfato; GLUT4, transportador de
glucosa 4; F-6-P, fructosa-6-fosfato; F-2,6-P, fructosa-2,6-bisfosfonato; G-3-P, gliceraldehido-3-fosfato;
G-6-P, glucosa-6-fosfato; GPD1, glicerolfosfato deshidrogenasa 1 (citoplasmética); GPD2,
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glicerolfosfato deshidrogenasa 2 (mitocondrial); HK, hexoquinasa; LDH, lactato deshidrogenasa; MCT1,
transportador de acido monocarboxilico 1; MCT4, transportador de acido monocarboxilico 4; PDH,
piruvato deshidrogenasa; PFK, fosfofructoquinasa 1; PFKFB3, 6-fosfofructo-2-quinasa; TG, triglicéridos
(tomada de Schiaffino y Reggiani, 2011 [122]).

Desde el punto de vista estructural, energético y funcional, las fibras musculares
proporcionan un segundo nivel de heterogeneidad al musculo esquelético. A esta
variabilidad hay que afiadir la heterogeneidad de las células progenitoras de
musculo, las SCs, que se encargan del crecimiento y reparacion muscular y de
cuyas propiedades dependera principalmente la capacidad regenerativa de los
musculos que las contienen.

1.8. LAS CELULAS SATELITE

Las SCs fueron descubiertas por Alexander Mauro en 1961 [128]. Las SCs
suponen en torno al 30-35% en todas las fibras musculares de raton postnatal,
pero en adultos disminuyen a un 2.5-6% [129,130]. Basado en analisis de
microscopia electrénica, las SCs se localizan entre la lamina basal y adyacentes al
sarcolema de las fibras musculares, y se encuentran en un estado mitoticamente
quiescente [128].

1.8.1. MECANISMO DE REGENERACION

Inicialmente, las SCs son mitdticamente quiescentes (fase GO) y residen en un
nicho sublaminar. Cuando se produce una herida o dafio muscular, se altera el
nicho que rodea a la SC, conduciendo al deterioro de la ldmina basal y a la
activacion de la SC, su salida del estado quiescente e inicio de la proliferacién.
Después de varias rondas de proliferacién, las SCs proliferativas (células
precursoras miogénicas o mioblastos) comienzan a formar sincitios de miofibras
contractiles, que finalmente diferencian a miocitos y se fusionan sobre las fibras
existentes para reparar el musculo dafiado [131]. Mientras forman las nuevas
fibras, una fraccion minoritaria de SCs se autorrenueva y vuelve al estadio
quiescente [132] (Fig. 14). Esta capacidad es responsable del mantenimiento de
un subconjunto de SCs preparado para participar en la regeneracion repetitiva del
musculo. Dado que las SCs son capaces de generar un gran nimero de SCs y
mionuUcleos en musculo en regeneracién y puesto que son autosuficientes como
fuente de células miogénicas [132] se puede afirmar que funcionan como
verdaderas células madre de musculo.
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Figura 14. Activacion de SCs, diferenciacion y fusion. El programa miogénico esta coordinado por
factores transcripcionales que regulan la progresién desde la quiescencia, activacién, proliferaciéon y
diferenciacion/autorrenovacion de las SCs. Las SCs quiescentes expresan Pax7 y Myf5 pero no MyoD
0 MyoG. La SC proliferativa y su progenie se refieren a menudo como MPC o mioblasto adulto, los
cuales expresan los factores de transcripcion MyoD y Myf5. Tras varias rondas de proliferacion, los
mioblastos adultos comienzan a diferenciar mediante la regulacién a la baja de Pax7. El inicio de la
diferenciacion terminal y la fusién comienzan con la expresion de MyoG, que junto con MyoD activan
genes especificos de musculo que producen proteinas estructurales y contractiles. Durante la
regeneracion, las SCs activadas tienen la capacidad de volver a la quiescencia para mantener una
poblacién de reserva de SCs, capacidad que es crucial para la integridad muscular a largo plazo. Pax7:
gen que codifica para la proteina Paired domain transcription factor family 7; Myf5: gen que codifica
para el Factor miogénico 5; MyoD: gen que codifica para el factor 1 de diferenciacion miogénica; MyoG:
gen que codifica la proteina Miogenina (tomada de Yin et al., 2013 [133]).

1.8.2. BIOMARCADORES

El programa transcripcional que regula el mantenimiento de las SCs en un estadio
de células miogénicas indiferenciadas depende de los factores de transcripcién
Pax3 y Pax7. Pax3 se expresa inicialmente en el PSM durante el desarrollo y se
requiere para la formacién de los musculos hipaxiales (incluyendo los de las
extremidades), la supervivencia y la migracion [134] y su presencia en SCs adultas
depende del tipo muscular [135]. Tiene un papel clave en mantener la proliferaciéon
y prevenir la diferenciacién miogénica temprana y muerte por apoptosis [136], y es
regulado a la baja durante la activacion de SCs. Por su parte, Pax7 codifica para el
principal factor de transcripcion que define este tipo celular, siendo fundamental
para el crecimiento del musculo postnatal [137] y, una vez las SCs residen en el
musculo adulto, para el mantenimiento de su estado indiferenciado y el desarrollo,
supervivencia y regeneracion de la poblacién de reserva [138] (Fig. 14). PAX7 se
expresa por tanto en SCs quiescentes y activadas.
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Ademas de la familia de proteinas PAX, se han descrito muchos otros marcadores
de SCs (Anexo 1) sin embargo estas proteinas individuales no se expresan
exclusivamente en SCs.

Asimismo, existen cuatro factores de regulacion miogénica (MRFs) basic hélix-
loop-helix: MyoD1, Myf5, MRF4 y MyoG, que se expresan secuencialmente para
coordinar el proceso de regeneracion muscular (Fig. 14) [139]. La regulacion al
alza de Myf5 seguida de MyoD mediada por Pax7, ambos expresados en la fase
proliferativa de la SC, se requiere para la determinacion miogénica [140,141],
mientras que Mrf4 y MyoG actlan aguas abajo para dirigir el avance hacia la
diferenciacion terminal y salida del ciclo celular [142].

1.8.3. CLASIFICACION

Las SCs se caracterizan por su elevada heterogeneidad, que se evidencia en
funcién de diversos aspectos:

o Estadio postnatal (joven vs adulto).

e Posicion anatémica: las SCs son heterogéneas en funcion del muasculo en el
gue se encuentran, lo que se podria correlacionar con su origen embrionario
(somitico vs no somitico). Se encuentran ademas diferencias entre SCs segun si el
musculo es de contraccion lenta o rapida, ya que las SCs podrian generar
exclusivamente fibras rapidas cuando proceden de un musculo de contraccién
rapida, mientras que podrian generar tanto fibras lentas como répidas cuando
proceden de un muasculo de contraccion lenta [143,144,145].

o Morfologia: existen SCs méas redondeadas y con un mayor ratio
nacleo/citoplasma y bajo nimero de mitocondrias (en estadio mas quiescente) y
SCs mas grandes, con mas citoplasma y organulos (mas comprometidas a
diferenciacién miogénica) [146].

e Velocidad de division celular: las SCs de divisibn mas lenta son capaces de
autorrenovarse a largo plazo, mientras que las SCs de division mas rapida estan
comprometidas al linaje miogénico sin la produccibn de progenie de
autorrenovacion [147]. En este sentido, la subpoblacién mas comprometida podria
participar en la regeneracién del masculo herido antes que la subpoblacion mas
progenitora [148].

e Actividad metabdlica: durante la transicion del estado quiescente al
proliferativo, las SCs experimentan una reprogramacion metabdlica desde la
oxidacién de acidos grasos hacia la glicdlisis [149].

¢ Nivel de Pax7: se distingue una subpoblacién con bajo contenido en Pax7 (mas
quiescente, actividad metabdlica reducida y entrada retardada en el ciclo celular
tras estimulacidn) frente a una subpoblacion con elevado contenido en Pax7 (entra
maés rapidamente al ciclo celular) [150].

1.8.4. MECANISMOS REGULADORES DE QUIESCENCIA Y ACTIVACION

Para una correcta homeostasis muscular se requiere un balance entre la
diferenciacion de SCs y la autorrenovacion, este ultimo mecanismo regulado de
dos maneras diferentes en la division celular: una division asimétrica (una
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poblacion mayoritaria de células genera células hijas comprometidas al linaje
miogénico, mientras que una pequefia subpoblacién da lugar a células hijas
autorrenovadoras) y una division simétrica, en la que la célula madre da lugar a
dos células hijas idénticas.

Los mecanismos fundamentales para el mantenimiento de la quiescencia de SCs
se han relacionado con la sefializaciéon Notch, ruta que parece ser clave para la
autorrenovacion de SCs [151]; la familia de factores de transcripcion Forkhead box
(FOXO), siendo FOXO3 crucial para el mantenimiento de la quiescencia y
autorrenovacion [152]; y el decaimiento de determinados transcritos de ARN,
particularmente la regulacion a la baja de MyoD previene la entrada de SCs al
programa miogénico [153], entre otros. Se trata de mecanismos de regulacion
post-traduccional que de alguna manera son redundantes y dependen de
subpoblacién.

Cuando se produce un dafio muscular (ya sea a causa de herida, hipertrofia
fisioldgica, atrofia de desuso o denervacion), se producen cambios en el nicho de
la SC asi como cambios intrinsecos que promueven su activacion. La activacion
de SCs se regula a diferentes niveles (Fig. 15):

e Disrupcioén de la ldmina basal y de las fibras musculares: la alteracion del nicho
de la SC produce la rotura de la red de colageno-laminina que ancla las SCs [154],
lo que promueve la afluencia de calcio y la liberacién del factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF) desde la matriz extracelular [155,156,157]. Las fibras dafiadas
también producen factores [158], desencadenando todos estos eventos la
activacion de las SCs quiescentes y la entrada en el ciclo celular (Fig. 15).

o Infiltracion de células inmunoldgicas: en respuesta a herida asi como en
enfermedades degenerativas musculares, se produce la infiltracién de grandes
cantidades de células inmunoldgicas, iniciada por la invasion temprana de
neutroéfilos y seguida por la infiltracion de macréfagos [159,160,161]. Estos liberan
citoquinas que atraen mas células inflamatorias que a su vez liberan factores que
promueven la activacion y proliferacion de SCs [162,163] (Fig. 15).

e Vasos sanguineos: la disrupcién de los vasos sanguineos produce la liberaciéon
de moléculas como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) o HGF, que promueven la activacion y
proliferacién de SCs, mientras que la restauraciéon de los vasos sanguineos
sefializa a las SCs el retorno al estado quiescente [164] (Fig. 15).

e Activacion/inhibicién de rutas de sefializacion: la inhibicion de la ruta Notch
activa p38a/MAPK [165], resultando en el incremento de la expresion de MyoD y
consecuente entrada en el ciclo celular. La elevada proliferacidén es necesaria para
la reparacién muscular, pero debe limitarse en el punto en el que cada célula hija
deba determinarse (bien hacia quiescencia o hacia diferenciacion terminal). La via
Whnt/B-catenina se activa temporalmente durante regeneracion, pero después se
regula a la baja para limitar la respuesta regenerativa [166]. Finalmente, mediante
la ruta Janus quinasa/transductor de sefial y activador de la transcripcion (JAK-
STAT) se interfiere en la expresion de MyoD para promover la diferenciacion [167].
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Para la salida del ciclo celular y el retorno a la quiescencia se requiere la inhibicién
de quinasas dependientes de ciclinas, tales como Sproutyl, que se expresa en
células Pax7+ quiescentes, se regula a la baja en mioblastos pero incrementa de
nuevo al volver a la quiescencia, promoviendo la salida del ciclo celular inhibiendo
la ruta ERK [168] (Fig. 15).
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Figura 15. Regulacion de la activacion de SCs. Los marcadores especificos de superficie de las SCs
estan indicados en la membrana celular. Los factores de transcripcion clave involucrados en la
activaciéon de SCs estan indicados en el nicleo. Las rutas de sefializaciéon esenciales para la activacion
de SCs estan indicadas. Los principales componentes del microambiente que afectan a la activacion de
SCs incluyen componentes de la matriz extracelular y tipos celulares adyacentes (células inmunes y
vasos sanguineos) y estan ilustrados en la figura (tomada de Fu et al., 2015 [169]).

A grandes rasgos, se podria decir que los factores que regulan los niveles de Pax7
y MyoD podrian ser cruciales para guiar a la SCs en la transiciébn entre la
quiescencia y la activacion.

De los apartados anteriores se deduce que los musculos esqueléticos presentan
una elevada heterogeneidad a todos los niveles del desarrollo. Por una parte, las
SCs presentan elevada heterogeneidad en cuanto a origen embrionario, posicién
anatomica, metabolismo y propiedades funcionales. A nivel de fibra muscular,
encontramos diferentes tipos de fibras con propiedades, metabolismo y funciones
variadas. El musculo completo presenta gran heterogeneidad en cuanto a posicion
anatémica, tipo de movimiento, propiedades fisioldgicas y propiedades funcionales
de las unidades motoras. Esta elevada diversidad a distintos niveles puede afectar
tanto a la capacidad regenerativa como a la susceptibilidad de los diferentes
musculos y fibras a distintas patologias musculares, siendo estas propiedades de
especial importancia en las distrofias musculares.
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1.9. DISTROFIAS MUSCULARES

Las distrofias musculares son un grupo de enfermedades musculares
degenerativas causadas por mutaciones en proteinas con funciones variadas
como el mantenimiento de la estructura del sarcolema [170], de la envoltura
nuclear [171,172,173], glicosilacion post-traduccional [174] o unién a ARN
[175,176]. Cada distrofia afecta especificamente a un subconjunto de musculos
esqueléticos dado que éstos presentan diferencias biol6gicas que los predisponen
a patologias concretas. En la Tabla 1 se resumen diferentes tipos de distrofias
musculares que afectan a diversos grupos de musculos y son causadas por
distintas proteinas. A continuacion se describen las caracteristicas de la distrofia
muscular de Duchenne por ser la més frecuente entre este grupo de patologias.

Principales musculos Principales genes y/o

afectados proteinas afectadas Referencias

Tipo de distrofia

Musculo esquelético:
extremidades
Distrofia muscular de (pantorrilla, muslos,

Duchenne y Becker brazos, hombros), Distrofina (177,178]
diafragma, pélvico; y
musculo cardiaco.
Musculos voluntarios 19 proteinas, entre ellas,
Miopatia distal préximos a manos y desmina, titina, disferlina, [179,180]
pies nebulina, caveolina 3, etc.
Titina, Sarcoglicano,
De cinturas Tronco superior y pierna Fu!<|t|na, Lamina A/C_ o] [181,182,183]
alta proteinas de procesamiento
de ARN
Emery-Dreifuss Extremidades y coraz6n Lamina A/C [184]
Facioescapulohumeral Faciales y brazos FGRL, FGR2, ANTL, DUX4, [185]
DUX4c
Mioténica Cabeza, extremidades y DMPK 0 ZNF9 [186,187,188]
diafragma
Oculofaringea Craniofaciales PABPN1 [175,189,190]
Extremidades, cuello,
Congénita lumbares, intercostales, COL6A1, COL6A2, [174,191,192,
9 diafragma, glateos, COL6A3, SEPN1 193]

paravertebrales.

Tabla 1. Clasificacion de los principales tipos de distrofias musculares. Se resumen los
principales musculos afectados en cada distrofia, los principales genes y/o proteinas afectadas asf
como algunas referencias bibliogréficas importantes en el campo. FGR1: proteina Feline Gardner-
Rasheed Sarcoma Viral Oncogene Homolog 1; FGR2: proteina FGR2; ANT1: Translocasa de
nucleétidos de Adenina tipo 1; DMPK: Proteina quinasa de Distrofia Mioténica: ZNF9: Proteina que
contiene dominios de dedos de zinc; PABPN1: Proteina de unién a poliadenilato nuclear; COL1A1:
Proteinas de colageno tipo 1; COL1A2: Proteina de colageno tipo 2; COL1A3: Proteina de colageno
tipo 3; SEPN1: Selenoproteina 1.
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La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es la distrofia muscular mas prevalente,
afectando a uno de cada 3600 varones nacidos en el mundo [194]. Se produce por
mutaciones en el gen de la distrofina del cromosoma X [170]. La edad media de
diagnostico es a los 4 afios, cuando aparecen los primeros sintomas [195]. La
DMD se caracteriza por una pérdida muscular progresiva, disminucion de la fuerza
muscular (la pérdida de ambulancia suele ocurrir a los 10 afios) y funcién
cardiopulmonar alterada (se suele manifestar a los 10 afios siendo ya prevalente a
los 20), esta ultima constituyendo la principal causa de muerte de los pacientes,
con una esperanza de vida inferior a 30 afios. La distrofia muscular de Becker es
una forma mas leve de distrofia muscular, con una prevalencia de 1 de cada
18518 casos, y suele aparecer mas tarde [194].

El gen de la distrofina es el mas grande descrito en humanos y el ARNm de la
isoforma completa se expresa principalmente en musculo esquelético y cardiaco.
En musculo sano, la proteina distrofina se localiza en el subsarcolema a lo largo
de la longitud de la miofibra y se une al complejo de glicoproteinas asociado a
distrofina (DGC) presente en la membrana plasmatica y compuesto por proteinas
como distroglicano, sarcoglicano y éxido nitrico sintasa. La funcién principal de la
distrofina es la estabilizacion de las fibras durante la contraccién por la unién a
actina-F y B-distroglicano, actuando como proteina puente de anclaje [27].

Las mutaciones de pérdida de funcién en el gen de la distrofina interrumpen el
marco abierto de lectura de su ARNm y conllevan la pérdida de expresién de la
proteina. Esto conduce a la disrupcién del complejo DGC, la inestabilidad de la
membrana que incrementa la susceptibilidad a herida y la necrosis de miofibras.
Ademads, el potencial regenerativo esta comprometido y el tejido muscular
comienza a ser sustituido por fibroadiposo [27].

El primer modelo que explicaba la progresion de la patologia argumentaba un
agotamiento de la reserva de SCs como consecuencia de los ciclos repetitivos de
degeneracion/regeneracion [196,197]. Este modelo sugiere que las SCs son
incapaces de sobrellevar la elevada demanda regenerativa en un contexto de
distrofia muscular. Sin embargo, muchos estudios describen un incremento del
namero de SCs en musculo distréfico, y especificamente en musculos tipo | de
pacientes avanzados [198], lo que sugiere que la capacidad regenerativa alterada
del musculo distréfico no puede simplemente deberse a un agotamiento de las
SCs. Estudios recientes demuestran que, en condiciones normales, las SCs
expresan elevados niveles de distrofina, la cual juega un papel esencial en la
regulacién de su polaridad y de la divisibn asimétrica [199]. En ausencia de
distrofina, hay una reduccion en el nimero de divisiones asimétricas y se producen
divisiones andémalas que conducen a una disminucion de la cantidad de
progenitores miogénicos y a un fallo en la regeneracion (Fig. 16). Esto conlleva
una catéstrofe mitética de las SCs y un defecto en la senescencia que conduce a
un estado irreversible de arresto del ciclo celular. Es por ello que se encuentra un
elevado ndmero de SCs en DMD, aunque estas podrian ser disfuncionales en
cuanto a la reparacion muscular. Estos hallazgos sugieren que el desgaste
muscular en DMD no se produce Unicamente por la fragilidad de las miofibras, sino
gue es también exacerbado por la disfuncion de las SCs.
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Figura 16. Tipos de division celular de las células madre satélite. Las SCs pueden autorrenovarse
via divisiones simétricas o0 asimétricas. La divisién simétrica a lo largo del eje planar (con respecto a la
miofibra) genera dos células madre hijas. La divisién asimétrica a lo largo del eje apicobasal da lugar a
una célula madre y a una célula progenitora miogénica (adaptada de Chang et al., 2016 [200]).

Actualmente no existe cura para DMD y la intervencion actual se basa en la
prevencion y el manejo de las complicaciones. La terapia estdndar son los
corticoesteroides, y actualmente son los Unicos agentes farmacoldgicos con
beneficios documentados, a pesar de sus multiples efectos adversos (ganancia de
peso, osteoporosis, sintomas gastrointestinales y desdrdenes metabdlicos, entre
otros). Las opciones terapéuticas disponibles que estan actualmente siendo
investigadas se resumen en el Anexo 2, basadas fundamentalmente en la terapia
génica utilizando virus, la terapia celular o bien el uso de oligonucleétidos
antisentido.

Las miopatias hereditarias y otros trastornos adquiridos musculares tienen la
peculiaridad de que no sélo afectan de manera diferente a distintos paquetes
musculares, sino que ademas también afectan preferentemente a tipos especificos
de fibras musculares esqueléticas. Se resumen estos trastornos y los efectos en
cada tipo de fibra en la Tabla 2.

58



Introduccion

Disorder

Fiber-Type Effects

Duchenne muscular dystrophy
Facioscapulohumeral muscular

dystrophy
Myotonic dystrophy type 1 (DM1)
Myotonic dystrophy type 2 (DM2)
Congenital fiber type disproportion

Myosinopathies

Pompe disease
Obesity and type 2 diabetes

Muscle inactivity (spinal cord injury,

bed rest)

Aging/sarcopenia

Heart failure, chronic obstructive
pulmonary disease

Type 2X fibers first to degenerate

Maximum force-generating capacity reduced in type 2 fibers. Increased
proportion of type 1 fibers

Type 1 fiber atrophy and high frequency of type 1 fibers with central nuclei.
Force generation reduced more in type 1 fibers

Type 2 fiber atrophy, type 2 fiber hypertrophy, and high frequency of type
2 fibers with central nuclei

Predominant proportions of type 1 fibers that are consistently much smaller
than type 2 fibers

MYH7 mutations can cause smaller diameter type 1 fibers. MYH2 mutations
lead to loss of type 2A fibers

In mouse model, type 2 fibers smaller with massive autophagic build-up

Reduced proportions of type 1 fibers and increased proportions of type 2X
fibers

Type 1 fiber atrophy. Fiber-type shift from type 1 and 2A to 2X

Type 2 fiber loss and atrophy. Smaller diameter type 2 fibers

Fiber-type shift from type 1 to type 2 (limb muscles). Fiber-type shift from
type 2 to type 1 (diaphragm)

Tabla 2. Trastornos musculares con efectos en distintos tipos especificos de fibras musculares
esqueléticas (adaptada de Talbot y Maves 2016 [201]).

En el caso de DMD, las fibras Tipo Il degeneran y se pierden antes en estos
pacientes, mientras que las fibras Tipo | se ven afectadas relativamente tarde
[202]. Sin embargo, las fibras Tipo | remanentes en los pacientes DMD no son
normales, ya que coexpresan eMyHC o nMyHC junto con miosina lenta, indicando
que estas fibras han sufrido varias rondas de degeneracién y regeneracion
[202,203]. Como se observa en la Tabla 2, existen diferencias en las fibras
predominantemente afectadas segun el trastorno muscular, encontrandose casos
en los que se da una mayor susceptibilidad al dafio de las fibras tipo Il, como en la
distrofia facioescapulohumeral (FSHD) y un incremento de las fibras tipo | [204],
mientras que en el caso de la distrofia mioténica (DM) el tipo de fibra mas afectado
depende del subtipo de DM (DM1 o DM2) [205,206].

Las distrofias musculares, por tanto, conllevan una afectacion muscular que actta
a todos los niveles de heterogeneidad muscular, ya que afectan a distintos
paquetes musculares, repercuten en la proporcion y tipo de fibras musculares y
producen una descompensacion de las SCs, conduciendo a un dafio muscular
recurrente y a un proceso regenerativo alterado. Con todos estos antecedentes y
teniendo en cuenta que ANKK1 se expresa en los precursores embrionarios de
musculo que son capaces de generar musculo adulto, en este trabajo hemos
abordado la caracterizacion de la expresion de ANKKL1 a lo largo del desarrollo
muscular para estudiar finalmente la contribucion de esta proteina en la progresion
de patologias neuromusculares.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Teniendo en cuenta los antecedentes anteriormente descritos, en la presente
Tesis Doctoral nos planteamos la siguiente hipdtesis:

ANKK1 es una proteina relacionada con el desarrollo del sistema nervioso.
La deteccidon en miotibulos embrionarios indica que también tiene un papel
relevante en un contexto de origen, desarrollo y regeneracién muscular.

Para demostrar esta hipétesis y conocer la biologia celular de ANKK1, nos
planteamos los siguientes objetivos:

o Caracterizacion de la expresion de ANKK1 en precursores miogénicos y
en tejido muscular esquelético adulto.

o Estudio de la expresién de isoformas de ANKK1 durante la proliferacién y
la diferenciacion miogénica.

o Estudio de la expresion de ANKK1 en biopsia muscular de pacientes con
distrofias musculares.

o Andlisis de isoformas de ANKK1 en el ciclo celular.

o Andlisis de la actividad quinasa de ANKK1.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. MATERIAL BIOLOGICO

3.1.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Los animales de experimentacion utilizados en la presente Tesis Doctoral se
custodiaron en tres instalaciones diferentes. Todos los ratones se mantuvieron en
un fotoperiodo de 12 horas de luz/oscuridad, con alimento y agua ad libitum.

Los embriones utilizados para los estudios de inmunofluorescencia procedian de
ratones mantenidos en la Unidad de Investigacion del Hospital Universitario 12 de
Octubre (Madrid), con la aprobaciéon del Comité de Etica del mismo Hospital. Se
utilizaron ratones de la cepa BALB/cAnNHsd de 2-3 meses, que se mantuvieron a
temperatura y humedad constantes (21+2°C y 60+5%).

Los animales utilizados para la obtencién de miofibras en cultivo se mantuvieron
en el Instituto de Biomedicina de Valencia (IBV), con la aprobacién del Comité
Etico del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC). Los animales
empleados para los experimentos de Western Blot e inmunohistoquimica se
mantuvieron en el Centro de Investigacion Principe Felipe (CIPF), con la
aprobacion del Comité de Experimentacion del CIPF. En ambos casos se utilizaron
ratones de la cepa C57BL/6 de 2-3 meses que se mantuvieron a 21+2°C.

3.1.1.1. Muestras embrionarias

Para los estudios embrionarios, se cruzaron hembras BALB/cAnNHsd con machos
(2:1) durante 16 horas, desde las 17.00 horas de la tarde hasta las 9.00 horas de
la mafiana siguiente. A continuacion las hembras se separaron para el
seguimiento de la gestacion, considerando como estadio embrionario (E) 0.5 el
mediodia de ese dia.

Las ratonas prefiadas se sacrificaron por decapitacion bajo anestesia con halotano
al 5%. Se utilizé material de acero de microcirugia (Quirumed) para la diseccién.
Los embriones se extrajeron de la bolsa embrionaria y se separaron de su
placenta. Para el analisis por inmunofluorescencia, los embriones fueron
inmediatamente embebidos en OCT (Tissue-Tek®) y congelados en nitrdgeno
liquido. Se almacenaron a -80°C y se enviaron al departamento de Histologia del
Centro Nacional de Biotecnologia (CNB-CSIC, Madrid), donde se cortaron en
secciones de 10 ym y se montaron en portaobjetos de vidrio recubiertos de
Polilisina (Sigma-Aldrich). El pretratamiento de las placas con Polilisina consistio
en la adicién de este agente 10 minutos a temperatura ambiente y a continuacion
se realizaron 3 lavados con agua MilliQ estéril autoclavada. Una vez secas, las
placas se dejaron en la cabina con luz ultravioleta 10 minutos antes de su uso.
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3.1.1.2. Muestras postnatales

Para la obtencién de miofibras y tejido muscular para los ensayos de
inmunohistoquimica y Western Blot, se utilizaron ratones de la cepa C57BL/6. Los
animales se sacrificaron por dislocacion cervical. Para uniformidad, en este trabajo
se han utilizado musculos de las extremidades inferiores (séleo, gastrocnemio,
Flexor Digitorum Brevis (FDB)). Tras el sacrificio, se rociaron las extremidades con
etanol al 70%. Los siguientes pasos se realizaron en una cabina cerrada para
evitar contaminaciones.

Para la extracciéon del so6leo y del gastrocnemio, el raton se fijo sobre la parte
anterior, realizando la incisién en la parte posterior de la extremidad inferior, por
debajo de la rétula. Los pasos seguidos para la diseccion son idénticos a los del
FDB que se detallan a continuacién. Los musculos asi extraidos se fijaron con 4%
paraformaldehido (PFA, Sigma-Aldrich) a 4°C durante 24 horas, se lavaron con
tampon fosfato salino (PBS) 1X y se embebieron en etanol al 70% hasta su
procesamiento. Las muestras fueron transferidas al procesador automatico de
tejidos (MYR STP120) donde se realizaron las siguientes inmersiones:

Reactivo Tiempo
Etanol 70% 1 hora
Etanol 96% 3 horas
Etanol 96% 1.5 horas
Etanol 100% 2 horas
Etanol 100% 6 horas
Xilol 1.5 horas
Xilol 2.5 horas
Parafina 2.5 horas
Parafina 2 horas

Las muestras se colocaron en una cubeta con parafina a 60° y se montaron los
bloques con un centro formador de bloques (MYR EC350), compuesto por una
cubeta con parafina caliente, otra con un dispensador de parafina también caliente
y una placa refrigeradora donde se enfrian los bloques. Los bloques se cortaron a
5 um de grosor con el microtomo (MICROM HM340E), se extendieron en un bafio
a 40°C, se recogieron con un portaobjetos tratado con Palilisina y se depositaron
sobre una placa a 40°C. Asi, se almacenaron a temperatura ambiente hasta su
uso.

Para la extraccién de proteinas del séleo, el tejido se recogié en tubos de
microcentrifuga de 2 ml y fondo plano y se introdujeron en hielo seco
inmediatamente después de la extraccion. Las muestras se almacenaron a -80°C
hasta su uso.

Para la extracciéon del FDB, se realiz6 una incision a lo largo de la linea media del
animal y se retiré la piel siguiendo el protocolo descrito anteriormente [207]. Se
colocé el raton apoyado sobre la parte posterior, fijando la extremidad anterior que
iba a ser diseccionada diagonalmente. La piel se separé del tejido conectivo
utilizando un escalpelo, por encima de la articulacion del tobillo en linea recta a lo
largo del centro de la parte ventral del pie hasta los dedos. El FDB, que es el
musculo més superficial de la parte trasera del pie, quedaba asi expuesto. Se

68



Material y métodos

coloco el raton apoyado sobre la parte anterior y se separé el FDB del tejido
conectivo levantandolo con el escalpelo insertado horizontalmente bajo el misculo
y cortando los tendones. Se colocé el musculo en placas con Dulbecco's Maodified
Eagle's Medium (DMEM, Gibco) atemperado a 37°C. Una vez limpio, se procedi6 a
la digestion mecénica y enzimética para la obtencion de miofibras con SCs
asociadas, siguiendo un protocolo previamente descrito [207]. Inicialmente se
prepararon placas con DMEM, 1% penicilina-estreptomicina-anfotericina B (PSA)
(Sigma Aldrich) y 10% suero de caballo (HS, Sigma Aldrich) y se mantuvieron en
el incubador hasta su uso. Una vez los musculos FDB se limpiaron con PBS 1X,
se llevo a cabo una digestion enzimatica, al colocarlos en una placa con una
solucién de DMEM 1% PSA y 0.2% colagenasa IV (MP Biomedicals) previamente
filtrada con un filtro de 0.2 pm de tamafio de poro. Se incubaron durante 2.5 horas
a 37°C, agitando suavemente cada 20 minutos. Tras la digestion enzimatica, los
musculos fueron transferidos a una placa con DMEM 1% PSA y 10% HS y se
procedié a la digestion mecanica. Se llevaron a cabo dos fases de digestion
mecanica de 4 minutos, con puntas de mayor a menor tamafio en cada digestion
respectivamente. Tras la primera digestion, se recogié el mdsculo remanente sin
digerir y se coloco en una segunda placa con ese mismo medio, dejando las fibras
gue se liberan en la primera fase en suspension, para que las siguientes
digestiones no las fragmenten, hasta lograr disgregar todo el musculo. Tras
finalizar la digestion, se realizé una purificaciébn por gravedad. Para ello, se
deposité la solucion con las fibras en un tubo de 15 ml con 9 ml de DMEM 1% PSA
y 2% HS, dejando que las fibras de mayor tamafio precipitasen por gravedad,
durante 15 minutos. Se retiré el sobrenadante y el pellet se resuspendié en medio
de cultivo para FDB: DMEM 1% PSA 20% suero de ternera fetal (FBS, Sigma
Aldrich), previamente inactivado a 55 °C durante 30 minutos, y 1% HS, y se
sembraron 1.5 ml por pocillo en placas de 6 pocillos con cubreobjetos para la
posterior inmunofluorescencia, previamente pretratadas con 1mg/ml Matrigel (BD
Biosciences). Para el pretratamiento se afiadio la solucién de Matrigel en DMEM
durante 10 minutos en hielo, seguidamente se retird y se dejo secar 1 hora en el
incubador, y posteriormente se dej6é en la cabina con la tapa abierta 10 minutos.
Los cubreobjetos con las miofibras se fijaron para estudios de
inmunofluorescencia.

3.1.2. BIOPSIAS DE MUSCULO HUMANO

Las biopsias de musculo humano (deltoides y cruadriceps) utilizadas en este
trabajo se obtuvieron a partir de individuos sin distrofias y pacientes con distrofias
musculares del Servicio de Neurologia del Hospital Universitario y Politécnico La
Fe, extraidas por el Dr. Juan JesUs Vilchez, con la aprobacion del Comité de Etica
de dicho hospital y de acuerdo con los principios éticos de la Declaraciéon de
Helsinki (2013). Todos los pacientes proporcionaron consentimiento informado
escrito para la recogida de muestras y posteriores analisis. Este trabajo esta
enmarcado en el proyecto de investigacion terapéutica en Distrofia muscular de
Duchenne “Biologia, fisiopatologia y terapia de las células satélite en musculo
esquelético”, financiado por la Fundacién Isabel Gemio.
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Las biopsias recién extraidas se transportaron al laboratorio en una gasa
humedecida por los extremos con suero fisioldgico. Para el cultivo de mioblastos,
las muestras se recogieron en el momento de la biopsia y se procesaron el mismo
dia. Para los estudios de histologia, las biopsias se sumergieron 30 segundos en
isopentano previamente enfriado en nitrogeno liquido y a continuacién se
almacenaron en crioviales en nitrogeno liquido hasta su uso. Se realizaron
secciones transversales de las biopsias en criostato con un grosor de 7 ym vy se
depositaron sobre portaobjetos que fueron almacenados a -20°C hasta su uso.

En la Tabla 3 se resume la informacién proporcionada por el Servicio de
Neurologia sobre los pacientes:

Tipo de
muestra

Edad al
realizar la
biopsia

Diagnéstico patologico

M-12-106 Cuédriceps 1 Hombre Sin alteraciones histolégicas
M-15-194 Cuédriceps 42 Mujer Sin alteraciones histolégicas
Distrofia _mioténica de Steinert ORPHA:273:
M-09-088 Deltoides 33 Mujer No necrosis, inflamacién ni fibrosis. Presencia
de nucleos centrales.
Distrofia_miotonica de Steinert ORPHA:273:
M-09-044 Deltoides 45 Mujer Nucleos centrales y variabilidad en el tamafio
de fibras.
Distrofia muscular con abundante inflamacion
M-14-002 Cuédriceps 8 Hombre | (la secuenciacion confirma Distrofia muscular
de Duchenne ORPHA:98896).
Tibial Distrofia muscular de Duchenne
M-13-071 anterior 10 Hombre | SrpHA:98896
Distrofia _muscular _de cinturas autosémica
recesiva_tipo 2A ORPHA:267: Signos de
M-09-048 Deltoides 30 Mujer distrofia 'muscular _ (atrofla,_ hlpertrofla,_
redondeamiento de fibras). Sin necrosis ni
fagocitosis. La arquitectura de fasciculos esta
bien. La mayoria de fibras son oxidativas.
Distrofia _muscular de cinturas autosémica
M-08-10 Deltoides 26 Mujer recesiva _tipo 2B ORPHA:268: Muchos
nucleos centrales. No inflamacion.
Distrofia _muscular de cinturas autosémica
M-09-148 Deltoides 57 Hombre | recesiva tipo 2B ORPHA:268: Centralizacion
nuclear frecuente (1-6 nicleos).
Gemelo Distrofia _muscular de cinturas autosémica
M-11-054 medial 36 Hombre | o esiva tipo 2Q ORPHA:254361
Distrofia facioescapulohumeral ORPHA:269:
M-08-083 Deltoides 61 Mujer Gran predominio fibras tipo I. Se observa

vacuolizacién y anomalias mitocondriales.
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http://www.orpha.net/consor/cgi-bin/Disease_Search.php?lng=ES&data_id=77&Disease_Disease_Search_diseaseGroup=steinert&Disease_Disease_Search_diseaseType=Pat&Enfermedade(s)/grupo%20de%20enfermedades=Distrofia-miot-nica-de-Steinert&title=Distrofia-miot-nica-
http://www.orpha.net/consor/cgi-bin/Disease_Search.php?lng=ES&data_id=77&Disease_Disease_Search_diseaseGroup=steinert&Disease_Disease_Search_diseaseType=Pat&Enfermedade(s)/grupo%20de%20enfermedades=Distrofia-miot-nica-de-Steinert&title=Distrofia-miot-nica-
http://www.orpha.net/consor/cgi-bin/Disease_Search.php?lng=ES&data_id=13913&Disease_Disease_Search_diseaseGroup=duchenne&Disease_Disease_Search_diseaseType=Pat&Enfermedade(s)/grupo%20de%20enfermedades=Distrofia-muscular-de-Duchenne&title=Distrofia-muscular
http://www.orpha.net/consor/cgi-bin/Disease_Search.php?lng=ES&data_id=13913&Disease_Disease_Search_diseaseGroup=duchenne&Disease_Disease_Search_diseaseType=Pat&Enfermedade(s)/grupo%20de%20enfermedades=Distrofia-muscular-de-Duchenne&title=Distrofia-muscular
http://www.orpha.net/consor/cgi-bin/Disease_Search.php?lng=ES&data_id=13913&Disease_Disease_Search_diseaseGroup=duchenne&Disease_Disease_Search_diseaseType=Pat&Enfermedade(s)/grupo%20de%20enfermedades=Distrofia-muscular-de-Duchenne&title=Distrofia-muscular
http://www.orpha.net/consor/cgi-bin/Disease_Search.php?lng=ES&data_id=13913&Disease_Disease_Search_diseaseGroup=duchenne&Disease_Disease_Search_diseaseType=Pat&Enfermedade(s)/grupo%20de%20enfermedades=Distrofia-muscular-de-Duchenne&title=Distrofia-muscular
http://www.orpha.net/consor/cgi-bin/Disease_Search.php?lng=ES&data_id=870&Disease_Disease_Search_diseaseGroup=calpa-na&Disease_Disease_Search_diseaseType=Pat&Enfermedade(s)/grupo%20de%20enfermedades=Distrofia-muscular-de-cinturas-autos-mica-recesiva-tipo-2
http://www.orpha.net/consor/cgi-bin/Disease_Search.php?lng=ES&data_id=870&Disease_Disease_Search_diseaseGroup=calpa-na&Disease_Disease_Search_diseaseType=Pat&Enfermedade(s)/grupo%20de%20enfermedades=Distrofia-muscular-de-cinturas-autos-mica-recesiva-tipo-2
http://www.orpha.net/consor/cgi-bin/Disease_Search.php?lng=ES&data_id=8720&Disease_Disease_Search_diseaseGroup=disferlina&Disease_Disease_Search_diseaseType=Pat&Enfermedade(s)/grupo%20de%20enfermedades=Distrofia-muscular-de-cinturas-autos-mica-recesiva-tip
http://www.orpha.net/consor/cgi-bin/Disease_Search.php?lng=ES&data_id=8720&Disease_Disease_Search_diseaseGroup=disferlina&Disease_Disease_Search_diseaseType=Pat&Enfermedade(s)/grupo%20de%20enfermedades=Distrofia-muscular-de-cinturas-autos-mica-recesiva-tip
http://www.orpha.net/consor/cgi-bin/Disease_Search.php?lng=ES&data_id=8720&Disease_Disease_Search_diseaseGroup=disferlina&Disease_Disease_Search_diseaseType=Pat&Enfermedade(s)/grupo%20de%20enfermedades=Distrofia-muscular-de-cinturas-autos-mica-recesiva-tip
http://www.orpha.net/consor/cgi-bin/Disease_Search.php?lng=ES&data_id=8720&Disease_Disease_Search_diseaseGroup=disferlina&Disease_Disease_Search_diseaseType=Pat&Enfermedade(s)/grupo%20de%20enfermedades=Distrofia-muscular-de-cinturas-autos-mica-recesiva-tip
http://www.orpha.net/consor/cgi-bin/Disease_Search.php?lng=ES&data_id=19742&Disease_Disease_Search_diseaseGroup=plectina&Disease_Disease_Search_diseaseType=Pat&Enfermedade(s)/grupo%20de%20enfermedades=Distrofia-muscular-de-cinturas-autos-mica-recesiva-tipo
http://www.orpha.net/consor/cgi-bin/Disease_Search.php?lng=ES&data_id=19742&Disease_Disease_Search_diseaseGroup=plectina&Disease_Disease_Search_diseaseType=Pat&Enfermedade(s)/grupo%20de%20enfermedades=Distrofia-muscular-de-cinturas-autos-mica-recesiva-tipo
http://www.orpha.net/consor/cgi-bin/Disease_Search.php?lng=ES&data_id=62&Disease_Disease_Search_diseaseGroup=facioescapulohumeral&Disease_Disease_Search_diseaseType=Pat&Enfermedade(s)/grupo%20de%20enfermedades=Distrofia-facioescapulohumeral&title=Distrofia
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Tabla 3. Informacién sobre las biopsias musculares humanas utilizadas para el estudio
histoldgico. En la tabla se indica, de izquierda a derecha, el codigo del paciente, el tipo de musculo, la
edad del paciente en el momento de la biopsia, el sexo y el diagnéstico patolégico con el cédigo
ORPHA correspondiente a la enfermedad.

3.1.3. CEPAS DE ESCHERICHIA COLI

Se han utilizado 2 cepas bacterianas de Escherichia coli en este trabajo para la
replicacion y obtencidon de diferentes plasmidos: la cepa DH5a [genotipo F/endA1
hsdR17 (rK- mK+) glnV44 thi-1 recA1 gyrA (Nalr) relA1A (LaclZYA-argF) U169
deoR (®80dlac A(lacZ)M15] y la cepa BL21 (F" ompT gal dcm lon hsdSg(rg mg")
[malB*«.12(A%)). Las bacterias se crecieron en medio completo LB (triptona 10 g/L,
extracto de levadura 5 g/L, cloruro sédico (NaCl) 5 g/L) a 37°C en so6lido o liquido.
El medio se suplementd con kanamicina 100 ug/pL o ampicilina 100 ug/pL segun
el plasmido utilizado una vez transformadas las bacterias, para seleccionar las
portadoras del plasmido que confiere resistencia a este antibidtico. La cepa BL21
se crecié en presencia de cloranfenicol 33 pg/pl. La manipulacion de bacterias
siempre se llevé a cabo en condiciones de esterilidad, empleando un mechero
Bunsen.

3.1.4. CULTIVOS CELULARES

3.1.4.1. Lineas celulares

Las lineas celulares empleadas para este trabajo se obtuvieron de la American
Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA) (Tabla 4):

Linea celular NUmero Origen Morfologia
Cc2C12 CRL-1772 Murino (musculo) Mioblasto (adherente)
Células fusiformes y células
Rhabdomyosarcoma (RD) CCL-136 Humano (musculo) grandes multinucleadas
(adherente)
CRL-3216
HEK293T Humano (rifién) Epitelial (adherente)
CCL-2
HelLa Humano (cérvix) Epitelial

Tabla 4. Lineas celulares utilizadas en la Tesis Doctoral. En la tabla se indica el nombre de la linea
celular, el nimero ATCC, el origen (especie Yy tejido) y la morfologia celular.

C2C12: subclon producido por Blau y colaboradores [208] de la linea celular de
mioblastos murinos establecida a partir de musculo de las extremidades inferiores
de un raton adulto normal C3H [209]. Esta linea es capaz de diferenciar
rapidamente, formando miotdbulos contracties y produciendo proteinas
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caracteristicas de musculo. Proporciona un buen modelo para el estudio in vitro de
los procesos de diferenciacién celular.

Las células se crecieron en frascos de cultivo en presencia de medio completo:
DMEM suplementado con 10% FBS, 1% de L-glutamina y 100 ug/ml de
penicilina/estreptomicina (PS). El medio fue renovado cada tres dias. Las células
se mantuvieron a 37°C en aire saturado de humedad y 5% de CO,, en un
incubador termostatizado y con regulacion de flujo de CO,. La manipulacion de las
células se llevo a cabo en esterilidad en cabinas de flujo laminar.

Para el experimento en condiciones de hipoxia, las células C2C12 se sembraron a
la confluencia correspondiente en cada ensayo (50% en el estudio de
proliferacion, 80% en el estudio de diferenciacién), se les afiadido el medio de
cultivo correspondiente en cada caso y se mantuvieron en un incubador a 37°C en
condiciones de bajo oxigeno (2% O,) el tiempo estipulado en cada estudio.

Rhabomyosarcoma (RD): linea celular derivada de una biopsia de una nifia
caucasica de 7 afos con rabdomiosarcoma pélvico previamente tratada con
ciclofosfamida y radiacion y encontrado que tenia enfermedad refractaria [210].
Muestra una histologia embrionaria (fusiébn negativa) y 51 cromosomas
hiperdiploides, y presenta amplificacion del oncogen MYC, mutacion Q61H de
NRAS y mutacién en homocigosis de TP53 [211]. Ademas, tiene capacidad para
diferenciar parcialmente in vitro.

Las células se crecieron en DMEM completo suplementado con 2% solucién de
medio esencial minimo (MEM) de vitaminas y 2% solucion MEM de aminoé&cidos
no esenciales (Sigma-Aldrich). Estos cultivos se mantuvieron a 37°C en aire
saturado de humedad y 5% de CO,, en un incubador termostatizado y con
regulacién de flujo de CO,,

HEKZ293T: es un derivado altamente transfectable de la linea celular epitelial 293,
razén por la que en esta Tesis se ha utilizado para la sobreexpresién de proteinas.

Para el cultivo de células HEK293T fue necesario el pretratamiento de las placas y
los cubreobjetos en las que iban a ser sembradas con Polilisina 1X. Estas células
se crecieron en medio de cultivo DMEM completo y se mantuvieron a 37°C en aire
saturado de humedad y 5% de CO,, en un incubador termostatizado y con
regulacién de flujo de CO,,

HelLa: son células epiteliales adherentes derivadas de una mujer de 31 afios con
adenocarcinoma de cérvix. Estas células son altamente transfectables, por lo que
en este trabajo se han empleado para la sobreexpresién de proteinas y posterior
sincronizacion celular.

Las células se crecieron en DMEM completo y se mantuvieron en a 37°C en aire
saturado de humedad y 5% de CO,, en un incubador termostatizado y con
regulacién de flujo de CO..
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3.1.4.2. Mantenimiento y preservacion de los cultivos celulares

La descongelacion de los crioviales de las diferentes lineas celulares se llevd a
cabo sumergiendo el vial durante 30 segundos en un bafio a 37°C. El contenido
del criovial se llevo a volumen final de 10 ml con medio completo y se centrifugé a
300 g durante 5 minutos. Se retird el sobrenadante, se resuspendié en 1 ml de
medio completo y se sembrd en un frasco T25 para su posterior expansion.

Los cultivos celulares utilizados para medir el consumo de oxigeno, obtencién de
ARN o citometria de flujo se procesaron del mismo modo: las células se lavaron
con PBS 1X a 37°C, se levantaron con tripsina-acido etilendiaminotetraacético
(EDTA) (Sigma-Aldrich) 3 minutos a 37°C y se recogieron en medio completo. Se
centrifugaron a 300 g durante 3 minutos y el pellet se resuspendié en el medio que
cada procedimiento especifica. Los cultivos celulares utilizados para obtener
extractos proteicos se lavaron con PBS 1X a 4°C y se levantaron con un rascador
de células. Se centrifugaron a 300 g 3 minutos y el pellet se resuspendié en el
tampon de lisis correspondiente. Los cultivos celulares utilizados para
inmunofluorescencia se sembraron sobre placas con cubreobjetos circulares.

Para la congelacion de los diferentes cultivos celulares, las células se tripsinizaron
tal y como se ha descrito previamente y el pellet se resuspendié en medio
completo suplementado con 5% (v/v) de dimetilsulféxido (DMSO, Sigma Aldrich)
gue se afiadio a los crioviales (1 ml por criovial). Los crioviales se transportaron a
los ultracongeladores a -80°C en los contenedores para congelacién (Mr. Frosty,
Nalgene) a los que previamente se les habia afiadido isopropanol tal y como
indican las instrucciones del fabricante y se habian enfriado a -80°C. Tras 24
horas, los crioviales se transfirieron a un tanque de nitrégeno liquido en el que se
mantuvieron hasta su posterior utilizacion.

3.1.4.3. Diferenciacién de los mioblastos murinos y humanos

Para la diferenciacion de los mioblastos murinos C2C12 se cambi6é el medio de
crecimiento por medio de diferenciacién, consistente en DMEM con 2% HS 1% PS
[212].

Para la diferenciacion de la linea celular RD se sustituyé el medio de cultivo por
DMEM suplementado con 2 uM de insulina (Sigma-Aldrich) 2% HS 1% PS [213].
Tras 24 horas, se afiadié 5 UM de acido retinoico (Sigma-Aldrich) al medio de
cultivo.

En todos los casos se afadié el medio de diferenciacion correspondiente cuando
las células alcanzaron un 70-80% confluencia y se cambié el medio cada 3 dias
hasta un total de 6 dias post-induccion.

3.1.4.4. Cultivo de mioblastos humanos a partir de biopsias musculares

A lo largo de la realizacion de la presente Tesis Doctoral se ha puesto a punto el
cultivo de mioblastos humanos a partir de biopsias musculares recogidas en el
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Servicio de Neurologia del Hospital Universitario y Politécnico La Fe (Tabla 5), con
la aprobacion del Comité de Etica de dicho hospital y de acuerdo con los principios
éticos de la Declaracion de Helsinki (2013). Todos los pacientes proporcionaron
consentimiento informado escrito para la recogida de muestras y posteriores
andlisis.

Tipo de rfaﬂ;iflla Sexo Diagnéstico Exén

muestra biopsia patolégico delecionado
M-14-073 > B1 Deltoides 5 Hombre HiperCKemia -
M-13-055 > DMD1 | Tibial anterior 10 Hombre DMD 48-50
M-13-071 - DMD2 | Tibial anterior 10 Hombre DMD 48-50
M-13-095 - DMD3 | Tibial anterior 7 Hombre DMD 52

Tabla 5. Informacion sobre los pacientes cuyas biopsias musculares se utilizaron en la presente
Tesis Doctoral para el cultivo de mioblastos. La tabla muestra informacién sobre el codigo asignado
al paciente, el musculo de origen, la edad en el momento de la biopsia, el sexo y el diagnéstico
patolégico de los individuos a partir de los cuales se obtuvieron los mioblastos humanos. Se indica
también el exén/exones delecionados en el gen de la distrofina en los pacientes DMD.

Los medios preparados para este procedimiento se filtraron con un filtro de 0.22
um. Las biopsias se recogieron en 30 ml de Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS)
(Sigma-Aldrich) 1% PSA. La biopsia se transfirié a una placa de 60 mm con 5 ml
HBSS 1% PSA, donde se limpi6 la grasa, el tejido conectivo y la sangre con unas
pinzas finas y un escalpelo. Una vez limpia, se diseccioné en piezas de 3 mm que
se transfirieron a una placa con 5 ml de medio de acondicionamiento (37.5% FBS
1.25% PSA en MEM199) y se dejaron 24 horas en el incubador. Los pasos
sucesivos se detallan a continuacion:

Pre-incubacién: las piezas de musculo fueron transferidas a una placa de 60 mmy
se colocaron espaciadas 0.5 cm unas de otras. Se mezclaron 5 ml de medio de
acondicionamiento y 1.25 ml plasma humano (Sigma-Aldrich), se filtraron y
afiadieron sobre la placa de las biopsias. Esta placa se incub6 6-8 dias, con el fin
de estimular el crecimiento de fibroblastos y reducir su proporcion en los sucesivos
pases.

Explante: Pasado este tiempo, las biopsias fueron transferidas a una nueva placa
de 60 mm con HBSS 1% PSA y se desechd la placa original. Se cortd el musculo
en piezas de 1 mm para estimular la regeneracion. Se prepararon placas que
contenian 0.5 ml de plasma humano y 1 ml de gelatina 1.5% (Sigma-Aldrich) e
inmediatamente después se coloco el tejido. Se afadieron unas gotas de medio
de crecimiento de mioblastos para recubrir las biopsias (DMEM 20% MEM199 (v/v)
10% FBS, complementado con 1 mg/ml insulina (Sigma-Aldrich), 0.025 pg/ml FGF
(Sigma-Aldrich) y 0.025 pg/ml EGF (Sigma-Aldrich) y se incubaron 30 minutos a
37°C. A continuacion, se afadieron 5 ml de medio a la placa. Se incubaron 6-8
dias y cuando la confluencia celular era del 60%, se repitio el paso de explante (en
el masculo de origen pediatrico es posible repetir esto hasta 5 veces).
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La manipulacion de las biopsias musculares y los cultivos derivados se llevé a
cabo en esterilidad en cabinas de flujo laminar. Las biopsias y células se
mantuvieron a 37°C en aire saturado de humedad y 5% de CO,, en un incubador
termostatizado y con regulacion de flujo de CO,.

Para la diferenciaciéon de los mioblastos humanos obtenidos a partir de biopsias
musculares, se cambio el medio de crecimiento por otro con la misma composicion
a excepcion de la insulina y los factores de crecimiento. En todos los casos se
afadié el medio de diferenciacion correspondiente cuando las células alcanzaron
un 70-80% confluencia y se cambié el medio cada 3 dias hasta un total de 6 dias.

3.2. TRATAMIENTOS Y ENSAYOS EN C2C12 Y RD

3.2.1. ESTUDIO METABOLICO EN C2C12

3.2.1.1. Induccioén de la via glicolitica

Para la activacion de la via glicolitica con agentes inductores, las células C2C12
se trataron a una confluencia del 50% durante 24 horas utilizando dos agentes
diferentes en paralelo:

Glucosa: estd descrito que la presencia de glucosa en el medio de cultivo
promueve el cambio metabdlico de las células hacia un fenotipo glicolitico [214].
Para este tratamiento, el medio de cultivo se reemplazé por DMEM suplementado
con 30 mM de glucosa (Sigma-Aldrich).

Berberina: se trata de un alcaloide botanico que se ha descrito que incrementa el
consumo de glucosa a través de la activaciéon de la glicdlisis [215]. EI medio de
cultivo se sustituyé por DMEM suplementado con 0.25% de albimina de suero
bovino (BSA), 2 mM L-glutamina, 100 pg/ml de PS. A continuacion, las células
fueron tratadas con Berberina (Sigma-Aldrich) a una concentracién final de 30 uM.

3.2.1.2. Ensayo de cuantificaciéon del acido lactico

Para cuantificar los niveles de &cido L-lactico, se recogié 1 ml del medio de las
células previamente tratadas 24 horas con el agente inductor de la via glicolitica
correspondiente y se proceso segun las instrucciones del fabricante del kit L-lactic
acid assay kit (K-LATE, Megazyme, Biocon). La cuantificacion del &cido L-lactico
requiere dos reacciones enzimaticas. En la primera reaccion catalizada por L-
lactato deshidrogenasa (L-LDH), el L-lactato se oxida a piruvato por nicotinamida-
adenina dinucleétido (NAD+) (1).

(L-LDH)
(1) L-Lactato + NAD" = piruvato + NADH + H”
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Dado que el equilibrio de la reaccion yace a favor del acido L-lactico y NAD+, se
requiere una reaccion posterior para captar el producto del piruvato. Esto se
consigue por la conversion de piruvato a D-alanina y 2-oxoglutarato, con la enzima
D-glutamato-piruvato transaminasa (D-GTP) en presencia de un largo exceso de
D-glutamato [216].

(D-GPT)
(2) Piruvato + D-glutamato - D-alanina + 2-oxoglutarato
La cantidad de NADH se midi6 por el incremento de la absorbancia a 340 nm,
siendo ese valor estequiométrico con la cantidad de L-lactato. El ensayo se realizo
en un espectrofotdmetro Victor 1420 Multilabel Hts counter (Perkin Elmer Life

Sciences) en placas de 96 pocillos de plastico, pipeteando en cada pocillo las
siguientes soluciones:

Blanco Muestra Estandar
Agua destilada 0.160 ml 0.150 ml 0.150 ml
Muestra - 0.010 ml -

Solucién estandar Acido L-lactico B - 0.010 ml

Tampén (con D-glutamato y azida 0.050 ml 0.050 ml 0.050 ml
sédica, pH 10)

Solucién 2 (NAD') 0.010 ml 0.010 ml 0.010 ml

Suspension 3 (GTP) 0.002 ml 0.002 ml 0.002 ml

Una vez mezclado, se obtuvieron los valores de las absorbancias de las
soluciones tras 3 minutos. La reaccion comenzo tras la adicion a cada pocillo de
0.002 ml de la suspension 4 (L-LDH). Se mezclaron los pocillos de nuevo y se ley6
la absorbancia de las soluciones al final de la reaccién (aproximadamente 10
minutos). El calculo de la cantidad de &cido L-lactico se realiz6 de la siguiente
manera:

g/L = (AA muestra / AA estandar) * g/L estandar * F

Siendo AA muestra la diferencia entre la absorbancia de la muestra y el blanco,
AA estandar la diferencia entre la absorbancia del estandar y el blanco y F el
factor de dilucion. Los valores obtenidos se expresaron en ratios, estableciendo el
control correspondiente como ratio 1. Se realizaron al menos 3 réplicas biolégicas
por condicién.

3.2.1.3. Determinacion del consumo de oxigeno

Para la cuantificacion del consumo de oxigeno de las células C2C12 se utiliz6 el
electrodo de oxigeno tipo-Clark (Rank Brothers) a 37°C con un agitador
magnético, siguiendo las instrucciones del fabricante. Este electrodo consiste en
un catodo de Pt y un anodo de Ag inmersos en una solucion de cloruro potasico y
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separados de la muestra por una membrana de teflon permeable Unicamente al
oxigeno. Cuanto mas oxigeno hay en la muestra, éste atraviesa la membrana y se
genera mas corriente entre los electrodos de Pt y Ag. Por tanto, la corriente
generada es proporcional a la cantidad de oxigeno de la muestra. Las células se
contaron y se resuspendieron en 1 ml de medio de crecimiento e inmediatamente
se midié el consumo de oxigeno en el electrodo de Clark, que habia sido
previamente calibrado. La medida del consumo de oxigeno se da en nmol O, min™*
10° cells™. Se realizaron al menos 7 réplicas biolégicas por condicion.

3.2.2. ESTUDIO DE DINAMICA NUCLEO-CITOPLASMATICA EN C2C12:
TRATAMIENTO CON LEPTOMICINA B

Para bloquear la exportacién de proteinas nucleares via la exportina 1 (CRM1), se
adapté un protocolo previamente descrito [217]. Para ello, se trataron los
mioblastos C2C12 al 70% de confluencia con 2 ng/ml Leptomicina B (Sigma-
Aldrich). Como control, se indujo la diferenciacion de mioblastos y se
fijaron/recogieron células a 24 y 48 horas post-induccién. Los mioblastos control se
trataron con un vehiculo (metanol: agua diluido 1:3 y filtrado con un filtro de 0.22
Mm), ya que es en ese medio donde esta diluida la Leptomicina B. En paralelo, se
realizaron los siguientes tratamientos.

e En una placa se afiadié el medio de diferenciacién al mismo tiempo que la
Leptomicina B y se recogieron las células tras 24 horas.

e En una placa se afiadié6 medio de diferenciacion durante 24 horas, después se
afiadié Leptomicina B y se recogieron las células a 48 horas.

3.3. ANALISIS DEL CICLO CELULAR EN CELULAS HelLa

3.3.1. TRANSFECCION

Para el analisis del ciclo celular, se sembraron células HelLa al 60% de confluencia
en placas de cultivo de 35 mm. Se sembraron 3 placas por condicion y tiempo.
Todos los medios con los tratamientos empleados en este procedimiento se
prepararon en el momento de uso y se filtraron con un filtro de 0.22 pm.

Pasadas 24 horas de la siembra se transfectaron las células con 2 ug del plasmido
o constructo correspondiente en cada caso y 5 uL de Fugene 6 (Roche) en medio
Opti-MEM (Gibco), siguiendo las instrucciones del fabricante. Después de 24
horas se comprob6 en el microscopio de fluorescencia la eficiencia de la
transfeccion.

Se utilizé el plasmido pEGFP-N1 y los constructos previamente generados de las
isoformas ANKK1-k variantes A1l y A2 (pEGFP-ANKK1-Al y pEGFP-N1-ANKK1-
A2) y la mutante para la actividad quinasa (pEGFP-ANKK1-A1-K51R), que afiade
en pauta en su extremo Ct la secuencia de la proteina verde fluorescente GFP.
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3.3.2. SINCRONIZACION

Tras 24 horas de la transfeccién, se inici6 el proceso de sincronizacion.
Inicialmente, se realizé el bloqueo con Timidina 2.5 mM (Sigma-Aldrich) en DMEM
completo 25 horas. Seguidamente se liber6 del bloqueo con Timidina realizando 3
lavados rapidos con DMEM solo atemperado a 37°C, y después se afiadi6 DMEM
completo. Tras 12 horas, se hizo un doble blogueo con Afidicolina 5 pg/ml (Sigma-
Aldrich) diluida en DMSO y preparada en DMEM completo. Se bloquearon las
células 24 horas y se liberé el bloqueo con 3 lavados con DMEM solo, afiadiendo
después DMEM completo a todas las placas. En ese punto, se recogieron 3 placas
y se definieron como tiempo 0, punto en el que la mayoria de las células estaran
sincronizadas en la fase GO/G1 del ciclo celular. Se recogieron células en
intervalos de 2 horas. Después de 4 horas, se afiadié Nocodazol 40 ng/ml (Sigma-
Aldrich) para retener a las células en la fase G2/M. Se continué recogiendo células
cada 2 horas durante un periodo total de 14 horas.

3.3.3. RECOGIDA DE CELULAS PARA CITOMETRIA DE FLUJO

Para analisis por citometria de flujo, se recogi6 el medio de las células y se coloco
en un tubo de 15 ml. Se lavaron las células con PBS 1X y se tripsinizaron. Se
recogieron en medio fresco que se afiadié al mismo tubo y se centrifugaron a 400
g 3 minutos. A partir de este punto todas las centrifugaciones fueron a 4°C. Se
lavd el pellet con 1 ml PBS 1X frio (5 min 400 g) y al pellet resultante se le
afiadieron 500 ul de PBS frio gota a gota por la pared del tubo y al mismo tiempo
agitando a velocidad media con un agitador de tubos. Después se afiadieron 500
pl de PFA 1% (Aname) y se mantuvieron 15 minutos en hielo. Se centrifugaron 5
min a 400 g y se lavaron de nuevo con PBS 1X. El pellet se resuspendié en etanol
70% a -20°C, y se dej6 a -20°C al menos 1 hora. Pasado ese tiempo, se centrifugé
5 minutos a 400 g y el pellet se resuspendié en 1 ml de solucién de yoduro de
propidio a concentracion final de 5 pg/ml y Ribonucleasa A (ThermoFisher
Scientic) 10 pg/ml. Se incub6 la suspension celular toda la noche a 4°C en
oscuridad. Al dia siguiente, se analizaron las células en un citémetro de flujo
FC500 MCL (Beckman-Coulter, CA). Los ensayos se realizaron por triplicado y se
recogieron al menos 10.000 eventos de células transfectadas. Los resultados se
analizaron con el programa FlowJo v7.6.5 (TreeStar, OR).

3.3.4. RECOGIDA DE CELULAS PARA WESTERN BLOT

Para la obtencion de proteina total, se retir6 el medio de cultivo en un tubo aparte.
Las células se levantaron en hielo con un rascador de células, se afiadiero al tubo
con el medio de cultivo y se centrifugaron a 600 g. El pellet celular se lavé con
PBS 1Xy se resuspendio en tampon de lisis A (NaCl 250 mM, Tris HCI 50 mM pH
7.4, EDTA 5 mM, Tritén X-100 0.1% y NaF 50 mM) con un céctel de inhibidores de
proteasas 1X (Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail, Roche) en tubos de 1.5
ml. Las muestras se incubaron 10 minutos a 4°C en agitacion y a continuacion se
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centrifugaron a 16000 g durante 15 minutos a 4°C. El sobrenadante resultante
corresponde el extracto total de proteinas.

3.4. ESTUDIOS DE ARN EN C2C12

3.4.1. EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE ARN

La extraccion de ARN se llevé a cabo empleando TRIzol (Invitrogen) siguiendo las
instrucciones del fabricante y en una campana de extraccién previamente
esterilizada con luz ultravioleta. El pellet celular se recogié en 1 ml de TRIzol a
temperatura ambiente. A cada muestra se le afiadié 200 pl de cloroformo, se agito
vigorosamente, se dejé 2 minutos a temperatura ambiente y se centrifugd a 11600
g 15 minutos a 4°C. A continuacién se recogio la fraccion superior transparente
gue se transfiri6 a un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml. Se afiadié 0.5 ml de
isopropanol y se agité vigorosamente. Se mantuvo 10 minutos a temperatura
ambiente y se centrifugdé a 11600 g durante 10 minutos a 4°C. Se elimin6 el
sobrenadante y se afiadié 1ml de etanol al 75% centrifugandose a 5000 g durante
5 minutos a 4°C. Se elimind el sobrenadante y se dej6 secar el pellet 1 hora en
campana. El pellet resultante se resuspendid en agua-dietil pirocarbonato (DEPC).
El ARN se almacené a -80°C tras medir su concentracion en un espectrofotometro
NanoDrop (Spectrophotometer ND-100) y comprobar el correcto ratio 260/280.

3.4.2. TRANSCRIPCION REVERSA

Para llevar a cabo la transcripcion reversa del ARN se utiliz6 Maxima First Strand
cDNA Synthesis Kit for RT-gPCR (Thermo Scientific), siguiendo las
recomendaciones del fabricante:

ARN 2 ug

Maxima Enzyme Mix 2ul

Mezcla de reaccion 5X 4 ul
Agua libre de nucleasas Hasta 20 pl

Tras la preparacion de la mezcla, se programé el termociclador (Verity, Applied
Biosystems) con las siguientes temperaturas:

10 minutos 25°C

30 minutos 50°C

5 minutos 85°C
4°C
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Al finalizar el proceso de retrotranscripcion, se cuantificé del ADN complementario
(ADNCc) recién sintetizado mediante el NanoDrop, con el fin de determinar tanto la
concentracion como el grado de pureza de la muestra. EI ADNc se almacend
hasta su uso a -80°C.

3.4.3. PCR CUANTITATIVA

Los ensayos de reaccion en cadena de la polimersa (PCR) cuantitativa se llevaron
a cabo empleando el termociclador 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems). Para la deteccion de los niveles de expresion de los genes
analizados se utiliz6 el kit FastStart Universal SYBR Green Master Rox (Roche).
Los valores basales de amplificacion se obtuvieron a partir del umbral otorgado por
el programa por defecto, el cual se mantuvo constante con el fin de normalizar el
nimero de ciclos para cada muestra. Para calcular las cantidades relativas de
cada producto se utilizaron tanto el método de la curva estandar como el método
AACt, y al observar que las diferencias de los resultados obtenidos por ambos
métodos eran inapreciables, se utilizaron para la este trabajo los datos de la curva
estandar tal y como se ha descrito previamente [19,218]. Se realizaron siempre
tanto las réplicas técnicas como bioldgicas por triplicado. Los niveles de expresion
de los genes se normalizaron utilizando el valor obtenido para dos genes dentro
de cada muestra analizada: a-Tubulina (Tubala) y polipéptido alfa prima de
caseina quinasa 2 (Csnk2a2). Los valores se muestran sin unidades, para
comparar las cantidades relativas de ARNm de cada muestra. Los oligonucle6tidos
empleados en la amplificacion se muestran a continuacion (Tabla 6):

- =
Cliet Oligonucleotido 5°-3° Inicio Fin 1
acceso) (s]9))

Ankk1 ~ 146198787 TCCGATTTTGGCCTGTCCAAG 549

Ankk1 ~ 146198787 AGATGACAATTGCAAAGCTGTAC 692 166

Tubala 133892260 GAACCCACGGTCATCGATGAAG 258

Tubala 133892260 CTGTGCACTGGTCAGCCAGC 419 181

Csnk2a2 ~ 164519099 GTAAAAATTCTCAAGCCAGTGAAG 574

Csnk2a2 164519099 GCTGGTGTCTTTGACACAGGG 684 131

Tabla 6. Oligonucleétidos utilizados en las reacciones de PCRq. En esta tabla se muestran, de
izquierda a derecha, el nombre de los genes analizados, el nimero de acceso del gen en el National
Center for Biotechnology Information (NCBI), las secuencias de los oligonucleétidos utilizados para
PCRq en sentido 5'-3’, asi como la posicién en la secuencia del primer y el Gltimo nucleétido del
oligonucledtido y el tamarfio del fragmento amplificado. PCRqg: PCR cuantitativa.
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La mezcla de la reaccién consta de:

a-Tubala Csnk2a2
ADNCc 2000 ng 100 ng 100 ng
Oligonucleétido sentido 10 yM 0.9 ul 0.45 pl 0.45 pl
Oligonucleétido antisentido 10 uM 0.9 ul 0.45 pl 0.45 pl
Syber Green Master Mix 12 yl 4l 4l
Agua MilliQ Hasta 30 pl Hasta 10 pl Hasta 10 pl

El programa de ciclos utilizado se muestra a continuacion:

Tiempo Temperatura Ciclos
Activacion 10 min 95°C 1
Desnaturalizacion 30 segundos 95°C 35
Templado 1 minuto 58°C 35
Extensién 30 segundos 72°C 35

3.5. MANIPULACION DE PROTEINAS

3.5.1. EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE PROTEINAS

Para obtener un extracto total de proteinas a partir de tejido muscular se afiadi6
tampon de lisis B (NaCl 150 mM, Tris HCI 20 mM, EDTA 5 mM, 10% glicerol) y
1% NP40 (Nonidet P40, Fluka) con el céctel de inhibidores de proteasas 1X y se
disgregd el tejido utilizando un homogeneizador eléctrico. A continuacion se
centrifugé a 1000 g 10 minutos a 4°C para eliminar el debris celular insoluble.

Para la obtencién de proteina total a partir de las diferentes lineas celulares, las
células se levantaron en hielo con un rascador de células y se centrifugaron a 600
g. El pellet celular se lavé con PBS 1X y se resuspendié en tampén de lisis A
(NaCl 250 mM, Tris HCI 50 mM pH 7.4, EDTA 5 mM, Tritén X-100 0.1% y NaF 50
mM) con el cActel de inhibidores de proteasas en tubos de 1.5 ml. Las muestras se
incubaron 10 minutos a 4°C en agitacion y a continuacién se centrifugaron a 16000
g durante 15 minutos a 4°C. El sobrenadante resultante comprendi6 el extracto
total de proteinas.

Para la obtencién de fracciones enriquecidas en proteinas de nudcleo y citoplasma
respectivamente, el pellet celular se resuspendié en tampon de lisis B y se
centrifugé 30 minutos a 16000 g a 4°C. El sobrenadante se retir6 a un nuevo tubo
(fraccién citoplasmatica) y el pellet resultante se resuspendio en el tampon de lisis
nuclear (tampdon B con 10% dodecilsulfato sédico (SDS)). Las células se sonicaron
2 veces durante 15 segundos con un periodo de 45 segundos entre cada
sonicacion y asi se obtuvo la fraccidén nuclear. Los diferentes extractos proteicos
fueron almacenados a -80°C hasta su utilizacion.
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La cuantificacion de las proteinas se llevo a cabo con el Pierce BCA Protein Assay
kit (Thermo Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizaron
diluciones seriadas de BSA a partir de muestras estandar, obteniéndose una
ecuacion de una recta patron. A partir de esa recta se infirieron las
concentraciones de las diferentes muestras de proteina. Las medidas de
absorbancia se realizaron a una longitud de onda de 590 nm en el
espectrofotometro Victor 1420 Multilabel Hts counter (Perkin Elmer Life Sciences).

3.5.2. WESTERN BLOT

Para el procedimiento de Western Blot se utiliz6 el sistema de electroforesis
Miniprotean Electroforesis System (BioRad). Se prepararon 40 pg de cada
muestra afiadiendo el volumen adecuado de tampon de carga reductor 4X (Tris-
HCI 250 mM pH 6.8, SDS 8% (v/v), Glicerol 40%, B-Mercaptoetanol 20% (v/v), azul
de bromofenol 0.004%) y si era necesario, agua MilliQ. Las muestras se hirvieron
3 minutos a 95°C y se cargaron en un gel de acrilamida/bisacrilamida (Tabla 7). Se
utilizd Precision Plus Ultra Protein Ladder (Abcam) como marcador de pesos
moleculares. La primera fase de entrada y concentracion de muestras en el gel se
realiz6 a un voltaje constante de 70V, mientras que la segunda fase de separacién
de proteinas se realizd a 100V.

Una vez finalizada la electroforesis, las proteinas se transfirieron a una membrana
de nitrocelulosa (Whatman) para la posterior inmunodeteccion. Para ello se utilizé
un sistema de electrotransferencia liquida (BioRad). La transferencia se llevé a
cabo a 50V constantes durante 1.5 horas a 4°C. Para realizar la inmunodeteccion
de las proteinas de interés, la membrana se incubd toda la noche a 4°C y en
agitacion suave con solucién de bloqueo (leche desnatada en polvo 5% en tampdn
TRIS salino-Tween20 (TBS-T) al 0.1%, Tabla 7). Seguidamente se incubd la
membrana con el anticuerpo primario (diluido en leche 1% TBS-T 0.1%) en
agitacion suave a temperatura ambiente. Se realizaron 3 lavados de 10 minutos
con TBS-T 0.1%. Tras los lavados la membrana se incub6 con el anticuerpo
secundario (diluido en leche 1% TBS-T 0.1%) durante 1 hora en agitacién suave y
temperatura ambiente. La membrana fue a continuacién lavada 3 veces con TBS-
T 0.1% seguido de un lavado con TBS 1X. Finalmente las proteinas fueron
detectadas por quimioluminiscencia con Clarity Western ECL Substrate kit (Bio
Rad) y las membranas se revelaron en peliculas (Hyperfilim ECL, Amersham)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Para realizar la densitometria de las
bandas se utiliz6 el programa informético ImageJ v1.37 (National Institutes of
Health, USA).

Para la deshibridacion de los anticuerpos unidos a las proteinas en la membrana
se prepar6 tampoén de deshibridaciéon (Tris HCI 62.5 mM pH 7.5, 2% SDS y 100
mM de B-mercaptoetanol). Las membranas se incubaron 30 minutos a 55°C en
agitacion media en tampén de deshibridacién y a continuacién se realizaron 3
lavados de 5 minutos con agua destilada a temperatura ambiente y agitacion
fuerte. La membrana se bloque6 1 hora y se incubd con el anticuerpo primario
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pertinente, o bien se almacend en bolsitas selladas de plastico con TBST a 4°C
hasta su posterior utilizacion.

Tampon Composicion Volumen
Agua destilada 4.98 ml
Acrilamida-bisacrilamida 40% (29:1) 2.33ml
Gel separador al 9% TrispH8.81.5M 2.53 ml
acrilamida-bisacrilamida SDS (20%) . 100
Persulfato amonico (10%) 100 pl
TEMED 6l
Agua destilada 3.4 ml
Acrilamida-bisacrilamida 40% (29:1) 830 pl
Gel concentrante al 5% Tris pH 6.8 1M 630
acrilamida-bisacrilamida SDS (20%) S0l
Persulfato amonico (10%) 50 ul
TEMED 4 pl
. Glicina 1449
I:rrrneprgn d:jae Tris base 3.03¢g
electroforesis 1X SDS 20%. Smi
Agua destilada Hasta 1L
Glicina 11.52 g
Tris base 2429
Tampon de transferencia Metanol 100 ml
1X SDS (20%) 250 pl
Agua destilada Hasta 1L
Coomassie Brilliant Blue 0.25¢g
Solucién de teflido con azul de Agua destilada 45 ml
Coomassie Metanol 45 ml
Acido acético 10 ml
Solucién de destefiido de azul de Agua destilada 45 ml
Coomassie Mgtanol " 45 mi
Acido Acético 10 ml
Cloruro sédico 80¢g
Cloruro potésico 29
TBS 10X (ajustar a pH 7.4) Tris Base 3049
Agua destilada Hasta 1L

Tabla 7. Composicién de las soluciones utilizadas para el andlisis por Western blot. En la tabla
se detalla, de izquierda a derecha, el nombre del tampén y su concentracién, los reactivos que
componen el tampén y el volumen preparado de cada uno de ellos.

3.5.3. DEGLICOSILACION DE PROTEINAS

Para la deglicosilacion de los extractos proteicos se utiliz6 el Protein
Deglycosilation Mix (New England Biolabs) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se diluyeron 100 ug de extracto de proteina en 18 ul de agua MilliQ. Se
anadieron 2 pl del tampon de Glycoprotein Denaturing Buffer 10X y se
desnaturalizaron las proteinas hirviendo 10 minutos a 100°C. El extracto se enfrid
en hielo y se centrifugé 10 segundos. Se afadieron a la reaccién 5 pl de G7
Reaction Buffer 10X, 5 yl de NP-40 10%, 15 pl de agua MilliQ y 5 ul del coctel de
deglicosilacién enzimatica y se incubd la reaccion a 37°C durante 4 horas. A
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continuacién se afiadié el tampdn de carga y las muestras se analizaron por
Western Blot.

3.6. INMUNOFLUORESCENCIA E INMUNOHISTOQUIMICA

3.6.1. INMUNOFLUORESCENCIA

En la Tabla 8 se resumen las condiciones de fijacién, permeabilizacién, bloqueo,
incubacién con los anticuerpos primarios y secundarios y el procedimiento de
montaje para los distintos tipos de muestras utilizados en la presente Tesis
Doctoral (embriones, células y miofibras en cultivo). En los sucesivos apartados se
detallaran aspectos especificos para cada tipo de muestra.

Fijacion / . .
Muestra Permea- Bloqueo An:;;uai';go ?gébcnudegﬁg Montaje
bilizacion P
Preparado en -3 lavados -3 lavados PBS 1X
- PFA 4% 20 5% NGS 1%  S.I(1/3 PBS 1X -Se coloca una gota de
- . BSA en PBS  solucion de -Preparado Fluoromount G + DAPI
Embrion  min aRT -
1X, 2 horas bloqueo en enS.l, 2 sobre el embrién y se
aRT PBS 1X), 2 horas a RT coloca el cubreobjetos
noches a 4°C en oscuridad encima
-PEA 4% 20 -3 lavados PBS 1X
min a RT Preparado en -3 lavados -Se coloca una gota de
-1 lavado 5% NGS 1% S.I(1/3 PBS 1X. Fluoromount G + DAPI
. BSA en PBS  solucién de -Preparado sobre el portabobjetos y
Células PBS 1X :
-Metanol 1X,1horaa blogueo en enSl 1 se transflere el
o RT PBS 1X), 1 hora a RT cubreobjetos con las
-20°C 20 . - : .
min hora a RT en oscuridad  células dispuestas hacia
el medio de montaje
-3 lavados TBST 1X, 1
- 0, 1
PFA 4% 20 lavado TBS 1X
min a RT
-1 lavado Preparado en -3 lavados -Se coloca una gota de
: 5% NGS 1% S.I(1/3 TBST 1X. Fluoromount G + DAPI
Fibras PBS 1X " h
BSA en PBS  solucion de -Preparado sobre el portabobjetos y
en -Metanol '
cultivo -20°C 10 1X, toda la blogqueo en enS. 1 se transflere el
* noche a4°C  TBS 1X), 1 hora a RT cubreobjetos con las
min - e :
noche a 4°C en oscuridad  miofibras dispuestas
-Secado al . !
- - hacia el medio de
aire 15 min :
montaje

Tabla 8. Condiciones de inmunofluorescencia para cada tipo de muestra. RT: temperatura
ambiente; NGS: suero de cabra normal; S.I: solucién de incubacién; min: minutos.

Los aspectos comunes para cada tipo de muestra se resumen a continuacion:

1. A partir del bloqueo, los sucesivos pasos se llevaron a cabo en camaras
hdimedas con papel Whatman y Parafiim, encima del cual se colocaron las
muestras (cubreobjetos / portaobjetos).

84



Material y métodos

2. Todos los pasos de lavado se realizan a 4°C.

3. Tras el montaje, las preparaciones se dejaron 20 minutos a temperatura
ambiente en oscuridad, y después se almacenaron a 4°C hasta su visualizacion al
dia siguiente en el microscopio.

3.6.1.1. Inmunofluorescencia de embriones

Para llevar a cabo los ensayos de inmunofluorescencia de embriones fijados en
portaobjetos se emplearon las muestras descritas en el apartado 3.1.1.1. Los
portaobjetos con el tejido previamente almacenados a -80°C se mantuvieron 10
minutos a temperatura ambiente. A continuacion se lavaron 3 veces con PBS 1X
antes de la fijacion. A partir del bloqueo, las incubaciones se realizaron rodeando
las secciones con un liquido hidrofébico (Super Pap Pen Liquid Blocker, Ted
Pella).

3.6.1.2. Inmunofluorescencia de células

Para llevar a cabo los ensayos de inmunofluorescencia de cultivos celulares se
utilizaron las muestras descritas en el apartado 3.1.4. Las células se crecieron
sobre cubreobjetos circulares de 13 mm colocados sobre placas de cultivo. Tras la
fijacion, o bien se continué con el protocolo de inmunofluorescencia, o bien se
almacenaron a 4°C en PBS-azida sédica 0.1% hasta su posterior utilizacion.

3.6.1.3. Inmunofluorescencia de fibras aisladas en cultivo con sus células
satélite asociadas

Para llevar a cabo los ensayos de inmunofluorescencia de miofibras aisladas en
cultivo montadas sobre cubreobjetos se emplearon las muestras descritas en el
apartado 3.1.1.2.

3.6.2. INMUNOHISTOQUIMICA

Los estudios de inmunohistoquimica se realizaron con mdusculo de raton
parafinado y con biopsias de musculo humano congelado. El tratamiento inicial de
las muestras es diferente pero a continuacién el procedimiento es comun tal y
como se detalla a continuacion.

3.6.2.1. Inmunohistoquimica de musculo de raton parafinado

Los cortes de musculo de ratén almacenados a temperatura ambiente se trataron
de la siguiente manera:
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Estufa 65°C 20 minutos
Xilol 1 10 minutos
Xilol 2 10 minutos

Etanol 100% 1 10 minutos
Etanol 100% 2 10 minutos

3.6.2.2. Inmunohistoquimica de musculo humano no parafinado

Los cortes de musculo humano almacenados a -20°C se atemperaron 10 minutos
a 4°C. A continuacion se realizaron 3 lavados con PBS 1X a 4°C y se fijaron con
PFA 4% 30 minutos a temperatura ambiente. Seguidamente se realizaron 3
nuevos lavados con PBS 1X.

3.6.2.3. Aspectos comunes

Las secciones se blogquearon con metanol: agua oxigenada a una proporcién 29:1
(v/v) 25 minutos en oscuridad. Se lavaron de nuevo con PBS 1X y se desbloqued
la fijaciébn de PFA 4% para exponer los grupos enmascarados con el aldehido.
Para los anticuerpos anti-ANKK1, se utilizé colagenasa IV 0.2% en DMEM para el
desenmascaramiento antigénico, previamente atemperado 5 minutos a 37°C, y se
afiadieron 2 gotas sobre las secciones, que se incubaron a 37°C durante 40
minutos, seguido de un lavado con PBS 1X 5 minutos. Para el resto de
anticuerpos, el desbloqueo se realizé con citrato sédico 10 mM a 90°C al bafio
maria 10 minutos, se atemperé 30 minutos y se hizo un lavado con agua destilada
5 minutos. Después del lavado, se bloquearon las muestras, con una solucion de
BSA 3% FBS 10% en PBS 1X durante 40 minutos, y se incubd con el anticuerpo
primario disuelto en BSA 1% PBS toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se lavaron
las secciones con PBS 1X y se afiadid el anticuerpo secundario biotinilado disuelto
en BSA 1% PBS. Se prepar6 el reactivo VECTASTAIN Elite ABC kit (Vector) 30
minutos antes de usarlo a temperatura ambiente y en oscuridad. Después de los
lavados con PBS 1X, se afiadio el ABC 30 minutos en oscuridad:

PBS 1X 100 pL
Reactivo A 2yl
Reactivo B 2yl

Tras realizar los lavados con PBS 1X, se prepar6 DAB Peroxidase Substrate Kit,
3,3’-diaminobenzidine (Vector) en el momento de uso.
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Agua destilada 600 pL

Tampén pH 7.5 6 L

Agua oxigenada 6 L
DAB 12 uL

Se observaron las secciones al microscopio y para cada anticuerpo se determind
el tiempo a partir del cual se detectaba sefial, momento en el cual se detuvo la
reaccion con agua destilada. A continuacién se realiz6 la contra-tincion con
hematoxilina 30 segundos, se lavo con agua para eliminar el exceso de tincion y
se procedio a la deshidratacion, realizando 6 pases consecutivos con etanol de
menor a mayor proporcién (50, 70, 96 y 2 pases de 100%). Para finalizar, se
sumergieron los cortes en xilol y se montaron las preparaciones afiadiendo una
gota de DPX sobre los cubreobjetos.

3.6.3. MICROSCOPIA

En los estudios de inmunohistoquimica las imagenes se tomaron utilizando el
microscopio vertical DMR, mientras que las imagenes de inmunofluorescencia se
tomaron utilizando el microscopio confocal SP8 scanning laser confocal
microscope (Leica Microsystems). Para cada imagen tomada dentro de un mismo
estudio se mantuvieron las condiciones de potencia de laser, adquisicion y
compensacion del detector y apertura del poro. Se utilizé el modo de escaneo
secuencial para evitar el traspaso de sefial entre canales. Las secciones de tejido
0 células de control negativo (sin incubacién con anticuerpos primarios) se
utilizaron para el ajuste del fondo antes de adquirir las imagenes.

En los experimentos de cuantificacibn de los patrones de fluorescencia
observados, siempre se contabilizaron al menos 100 células a partir de 3
experimentos independientes en cada condicion para calcular una media de los
patrones observados. Las imagenes se analizaron y procesaron (proyecciones de
maxima intensidad de series Z) utilizando el programa ImageJ v1.37. La
cuantificacion de la intensidad de fluorescencia se realiz6 transformando las
imagenes a 8 bits.
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3.7. ANTICUERPOS

3.7.1. ANTICUERPOS PRIMARIOS

Procedencia

y Técnica y

Anticuerpo Inmunégeno Inmunidad I ———— ST
Anti-B- Peptido (_:orrtla_spondlente al Nt Monoclonal de  Sigma-Aldrich
Actina de p-actina ligeramente rat6n (clon (A1978) wB
modificado AC-15) 1:8000
(DDDIAALVIDNGSK).
Anti-a—Actinina (sarcomérica)
deriva del hibridoma EA-53
Anti-a- plicl)dluudo por :a fusién de, Monoclonal de  Sigma-Aldrich IF,IteIJ'dO y
Actinina células d_e mieloma de raton y raton (A7732) células
esplenocitos de BALB/c 1:200
inmunizados con a-actinina
purificada de raton.
Reconoce una region de Policlonal de
Anti-ANKK1  ANKK1 humana entre los conejo anti- (LSBio, Inc.) IHQ 1: 500
aminoé&cidos 290-370. humano
Anti- Reconoce la proteina
Desmina desmina, clon D33. Marca Monoclonal de  Dako IF células
Clon D33 células del musculo lisoy ratén (M0760) 1:200
estriado.
Polipéptido sintético
Anti- ;?r:}ils;i?c:eosegelfzxL:Irté%%SéZ Monoclonal de  Novocastra IF tejido
Distrofina de la secuencia humana de ratén (NCL-DYS2) 1:20
distrofina.
Reconoce un epitopo que Santa Cruz
Anti-Ciclina mapea en el ex?rerrrl)o gt de Policlonal de Biotechnology WwB
A (C-19) 1ap ; : conejo (sc-596) 1:1000
ciclina A de origen murino.
P Reconoce un epitopo del . Santa Cruz
'é?_t'(fl:_'gg;]a extremo Ct de ciclina B1 de E;)rl:g!gnal de Biotechnology WB 1:500
origen humano. ! (sc-594)
Este anticuerpo reconoce
Anti-GFP tanto proteina verde Monoclonal de  Abcam wB
[9F9.F9] fluorescente (GFP) end6gena ratén (ab1218) 1:2000
como recombinante.
Reconoce proteinas
. . recombinantes o Abcam
Anti-6X His . Monoclonal de WB
[HIS.HE] sobreexpresadgs en células raton (ab18184) 1:4000
marcadas o etiquetadas con
Histidinas.
Prestado
Anti-JunB Monoclonal de  amablemente por WwB
ratén la Dra. Rosa 1:2500

Farras (CIPF)
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Este anticuerpo reconoce una
preparacion de Lamina de

. . origen porcino. Laminas Ay C Santa Cruz
ﬁ/nct; (Iézng;na son idénticas en los primeros ?g?én:clonal de Biotechnology \1’\_/5000
566 aminoéacidos, con lamina (sc-7292) '
C difiriendo en dos
aminoacidos del Ct.
. IF tejido y
Detecta especificamente la Monoclonal de Clone NOQ7.5.4D, células
Anti-MyHCI miosina lenta de masculo raton Invitrogen (MA1- 1:50
esquelético. 24941) IHQ 1:200
Reconoce un epitopo de la
miosina de cadena pesada. . .
Anti-MyHCII Marca las moléculas de ?g?én:clonal de (Sl\'/l%lrg?e?ldmh IHQ 1:200
miosina rapida (tipo I1) y
neonatal.
Derivado del hibridoma Developmental
Anti-eMyHC  producido por la fusién de Monoclonal de Studies IF tejido
(miosina células de mieloma de raton y raton Hybridoma Bank 1:80
embrionaria)  esplenocitos de raton (DSHB), (F1.652- IHQ 1:20
inmunizado. s).
An_tl-n_MyHC Reconoce la miosina neonatal Monoclonal de IHQ tejido
(miosina ) . . B103 (DSHB) .
aislada de musculo de pollo. raton 1:20
neonatal)
Anticuerpo generado contra IF,te“do y
. . . Santa Cruz células
Anti-MyoD MyoD recombinante de origen Monoclonal de Biotechnolo 1:200
5.8A murino con un epitopo de los raton (sc-32758) 9y WB
aminoéacidos 180-189. 1:2000
Aminoécidos: 352-523. IF tejido y
Anti-Pax7 Producido a partir de proteina Monoclonal de  DSHB células
de pollo recombinante en E. raton (Pax7-c) 1:50
coli. WB 1:500
. Proteina de fusion que "
érjar“(;g_ li- contiene los aminoacidos 217-  Monoclonal de  Novocastra Lzltﬁ;o y
9 289 de la secuencia de ratén (NCL-a-SARC) .
cano ] 1:200
conejo.
. o . Policlonal de
Anti-STk Peptldo sintetico ffe.”te aun conejo anti Produccion propia  WB 1:800
epitopo en el dominio Ser/Thr . .
. raton, rata 'y [19] IF 1:100
guinasa de ANKK1. h
umano
Anti-STk2 Péptido sintetico frente a un Policlonal de Produccién propia WwB
epitopo en el extremo Nt de conejo anti [19] prop 1:2000
ANKK1. ratén IF 1:200
Péptido sintético frente a un Policlonal de WB 1:800
Anti-STk3 epitopo en el extremo Ct de conejo anti- Produccioén propia I 1,2'00
ANKK1. ratén ’
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Deriva del hibridoma
producido por la fusion de

neuronas.

Anti-a- células de mieloma de raton y . .
Tubulina esplenocitos de raton Monoclonal de  Sigma-Aldrich wB
(clonDM1) ~ SsPien ton . ratén (T9026) 1:10000
inmunizado. Se utiliz6 tubulina
purificada de cerebro de pollo
como inmundgeno.
Anticuerpo generado contra
Anti-beta Ill un péptido del extremo Ct de -
Tubulina la beta Ill tubulina. Es un lr\g?g:clonal de Promega (G7121) IlF;gggo
(TUBB3) marcador especifico de '

Tabla 9. Anticuerpos primarios. En la tabla se indica, por orden alfabético, el nombre del anticuerpo
(la proteina que reconoce), el inmunégeno, la especie en la que es generado, la procedencia,
referencia y casa comercial y la técnica o técnicas en las que se ha utilizado y la dilucion de uso. WB:
Western Blot, IF: Inmunofluorescencia, IHQ: Inmunohistoquimica.

3.7.2. ANTICUERPOS SECUNDARIOS

Anticuerpo

Anticuerpo policlonal de cabra anti-ratén
conjugado a peroxidasa de rédbano (HRP)

Procedencia

Pierce (Thermo Scientific)
(31430)

Técnicay dilucion

WB 1:10000

Anticuerpo policlonal de cabra anti-conejo
conjugado a HRP

Jackson ImmunoResearch
(111-035-003)

WB 1:10000

Anticuerpo policlonal de cabra anti-conejo
conjugado a Alexa Fluor 594

Jackson ImmunoResearch
(111-585-144)

IF tejido 1:700
IF células 1:1000

conjugado a Alexa Fluor 488

Anticuerpo policlonal de cabra anti-raton . IF tejido 1:700
conjugado a Alexa Fluor 488 Invitrogen (A10667) IF células 1:1000
Anticuerpo policlonal de burro anti-conejo Jackson ImmunoResearch IF tejido 1:700
conjugado a Alexa Fluor 594 (711-585-152) IF células 1:1000
Anticuerpo policlonal de burro anti-raton IF tejido 1:700

Invitrogen (A10667)

IF células 1:1000

Anticuerpo policlonal de burro anti-conejo
conjugado a biotina

Jackson ImmunoResearch
(711-065-152)

IHQ tejido 1:1000

Anticuerpo policlonal de burro anti-ratén
conjugado a biotina

Jackson ImmunoResearch
(715-065-151)

IHQ tejido 1:1000

Tabla 10. Anticuerpos secundarios. En la tabla se indica el nombre del anticuerpo (la especie en la
que fue generado, la especie del epitopo que reconoce, la enzima/fluoréforo/molécula al que esta
conjugado), la procedencia (casa comercial y referencia), la técnica o técnicas en las que se ha
utilizado y la dilucién. WB: Western Blot, IF: Inmunofluorescencia, IHQ: Inmunohistoquimica.
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3.8. CLONACIONES

3.8.1. VECTORES COMERCIALES

Los vectores comerciales utilizados en la presente Tesis Doctoral se describen a
continuacioén:

pET-21-a: Se trata de un vector de expresion bacteriana tiene una secuencia en el
Nt con una etiqueta de T7 mas una etiqueta de Histidinas en el Ct (Fig. 17A). Su
marcador de seleccion es ampicilina. Este vector y los constructos derivados
generados en la presente Tesis Doctoral se utilizaron para la sobreexpresion y
posterior ensayo quinasa en bacterias.

PEGFP-N1: Vector comercial para expresiones transitorias que posee
la proteina GFP (Fig. 17B). Este vector permite la clonacion en Ct de proteinas en
pauta con GFP de modo que puede ser rapidamente detectada con microscopia
de fluorescencia y permite la visualizacién de células in vivo.

pEGFP-C1: A diferencia de pEGFP-N1, este vector permite la clonacion en Nt de
proteinas en pauta con GFP (Fig. 17C). Tanto pEGFP-N1 como pEGFP-C1 y los
constructos derivados se utilizaron para la sobreexpresion y posterior ensayo
guinasa en células HEK293T, y su marcador de seleccion es kanamicina.
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Figura 17. Vectores comerciales utilizados en este trabajo sobre los que se introdujeron los
insertos correspondientes y se generaron nuevos constructos. Se muestra el esquema de los
vectores (A) pET-21-a, (B) pEGFP-N1 y (C) pEGFP-CL1. Los sitios de restriccion estan indicados. MCS,
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sitio de clonacion mudltiple; EGFP: Proteina verde fluorescente mejorada; Kan: gen de resistencia a
kanamicina.

3.8.2. GENERACION DE CONSTRUCTOS

Los constructos generados en la presente Tesis Doctoral se amplificaron a partir
de los correspondientes vectores originales que contenian el inserto de interés
mediante PCR. Se disefiaron oligonucleétidos que contenian un sitio de restriccion
para la posterior digestion e introduccion en pauta en el vector de destino. Tras la
amplificacion por PCR se purifico el ADN para eliminar las sales con GeneClean
Turbo (MP Biomedicals) y se procedio a la digestion con enzimas de restriccion,
tanto de los plasmidos que contenian el inserto como los vectores de destino. La
ligacion se realizé utilizando el Quick Ligation™ Kit (NEB) y después de purificar
de nuevo el ADN con GeneClean, se transformaron las bacterias como se detalla
mas adelante. A continuacién se muestra una tabla de los constructos generados
en la presente Tesis Doctoral.

‘ Nombre Origen Oligonucleotidos
pET-21-a-ANKK1-Al PCDNA3-ANKK1-A1 1-2
pPET-21-a-ANKK1-A2 PCDNA3-ANKK1-A2 1-2
pET-21-a-ANKK1-K51R pCDNA3-ANKK1-K51R 1-2
pET-21-a-ANKK1-H2 pCDNA3-ANKK1-H1 3-4
pEGFP-N1-ANKK1-H1 pCDNA3-ANKK1-H1 5-6
pEGFP-C1-ANKK1-H1 TOPO-ANKK1-H1 7-6

Tabla 11. Plasmidos generados y clonados en los vectores de destino. En la tabla se detalla, de
izquierda a derecha, el nombre del constructo, el ADNc de origen y los oligonucleétidos con los que se
ha clonado (la secuencia de los oligonucleétidos se muestra en el Anexo 3).

Para introducir los plasmidos en las bacterias, estas se transformaron por
electroporacién. Los plasmidos pET-21-a se introdujeron en la cepa BL21,
mientras que los pEGFP en la cepa DH5a. Las bacterias se expusieron, en
presencia del plasmido, a un pulso de 1700V que produce la entrada del ADN en
la célula. Inmediatamente después las bacterias se recuperaron 1 hora en
presencia de LB sin antibidtico a 37°C y se sembraron en placas de LB con el
correspondiente antibiético. Las colonias que crecieron en medio sélido se
cultivaron después en LB liquido para proceder a la extracciéon del plasmido
(Nlustra plasmidPrep Mini Spin Kit, GE Healthcare). Para cada constructo, se
realizaron al menos dos digestiones con enzimas de restricciéon (una para liberar el
inserto y la otra con un sitio de corte dentro del inserto) y se comprob6 en un gel
de agarosa que el inserto estaba presente y la orientacion del mismo era
adecuada. Una vez comprobado, se secuenciaron los insertos para comprobar
gue no habia cambios en la secuencia. Tras comprobar que la secuencia era
correcta, se extrajo el ADN plasmidico (NucleoBond Xtra Midi, Macherey-Nagel) y
se generaron glicerinados para disponer de bacterias transformadas almacenadas.
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3.9. ESTUDIOS DE ACTIVIDAD QUINASA

3.9.1. SOBREEXPRESION DE PROTEINAS EN BACTERIAS: OPTIMIZACION
DE LAS CONDICIONES PARA OBTENER PROTEINA SOLUBLE

Para la sobreexpresién de proteinas en bacterias se utilizé la cepa BL21,
resistente a cloranfenicol. Se evaluaron una serie de condiciones (concentracion
de isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG), temperaturas y tiempos de
induccion, presencia o ausencia de etanol en el medio, co-expresion con el
plasmido que contenia las chaperonas GroEL y GroEs (pBB541, Addgene) y se
establecieron las condiciones Optimas tal y como se detalla a continuacion. Se
transformaron las bacterias con los constructos pET-21-a conteniendo el inserto
gue se deseaba sobreexpresar y con el plasmido GroEL/GroES para favorecer el
posterior plegamiento de la proteina y minimizar la formacién de cuerpos de
inclusion. Las bacterias asi transformadas se cultivaron en 100 ml de medio liquido
LB con 100 pg/ul de ampicilina y 33 pg/ ul de cloranfenicol. Cuando la densidad
Optica era aproximadamente de 0.7 y las bacterias estaban en crecimiento
exponencial, se realizé la inducciéon con IPTG 0.1 mM a 12°C toda la noche, y se
afadié 2% etanol al medio de cultivo en el momento de la induccion. Se recogi6
una muestra (M) de bacterias antes (M1) y después (M2) de la induccién. Las
bacterias asi inducidas se centrifugaron y el pellet se resuspendié en tampén de
sonicacion 1 (coctel de inhibidores de proteasas 1X, fluoruro de fenilmetilsulfonilo
(PMSF) 2 mM en PBS), se agitaron y se sonicaron durante 10 segundos 15 veces,
con intervalos de 30 segundos. Después de la sonicacién, se afiadié Tritdn X-100
1% y se agitaron 15 minutos a 4°C. Se centrifugé a 10000 g a 4°C en tubos Corex,
se recogid el sobrenadante (M3), que contiene la fraccién soluble de proteina y el
pellet de bacterias (fraccién insoluble de proteina o cuerpos de inclusién, M4). Se
retiré una alicuota de cada una de las fracciones, se le afiadi6 el correspondiente
volumen de tampdn de carga de proteinas 2X (Tris-HCI pH 6.8 125 mM, glicerol
20%, SDS 4%, azul de bromofenol 0.004% y 31 mg/ml de Ditiotreitol (DTT) en
agua destilada) y se hirvié 3 minutos a 95°C para posteriormente cargarlas en un
gel de acrilamida al 10%. Tras separar las muestras en el gel de acrilamida, este
se tifié con solucion de azul de Coomassie en agitacion 30 minutos, se hicieron
varios lavados con agua destilada y se afadio la solucion de destefido que se
dej6 toda la noche. Paralelamente, se realizé un Western Blot con el anticuerpo
anti-His para comprobar que la bacteria esta expresando las proteinas
correspondientes que se han introducido con la etiqgueta de histidinas en el
extremo Ct.

Una vez establecidas las condiciones éptimas para la produccion de proteina
soluble, se crecieron las bacterias en 1 L de medio liquido LB para producir la
proteina a gran escala y se realizdé la induccién. El pellet de bacterias se
resuspendid en el tampdn de sonicacion 2 (50 mM NazPO,, 300 mM NacCl, 100
mM imidazol, 1X céctel de inhibidores de proteasas y 2 mM PMSF, pH 7). Se
sonicaron las bacterias y se centrifugaron, sin adicion de Triton X-100, 10 minutos
a 10000 g. Se emple6 todo el sobrenadante para el siguiente paso.

93



Material y métodos

3.9.2. PREPARACION DE LA RESINA Y PURIFICACION DE LA PROTEINA
SOLUBLE

Para la purificaciéon de la proteina sobreexpresada se utilizé resina Talon Metal
Affinity (Clontech) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se afadieron 500 pl
de resina en un tubo y se centrifugd 2 minutos a 1000 g, se retird el sobrenadante
y la resina se resuspendio en tampon de equilibrado (tampdn de sonicacion 2 sin
el céctel de inhibidores de proteasas y PMSF). El sobrenadante de proteina
soluble se filtré, se afiadié a la resina y se dejé toda la noche en agitacion a 4°C.
Al dia siguiente se centrifugd 5 minutos a 1000 g y se guardd 1 ml de
sobrenadante (M5) como control de la proteina no retenida en la resina. Se
realizaron 3 lavados de 10 minutos con el tampén de equilibrado, centrifugando 2
minutos a 1000 g y se retird el sobrenadante. Se resuspendid y se retiré una
alicuota a la que se afiadi6 tampon de carga de proteinas 2X y se hirvio para
separarla en un gel de acrilamida.

La resina con las proteinas retenidas se centrifugd 2 minutos a 1000 g, se
resuspendid en tampoén de equilibrado y se afiadié a la columna de separacién. Se
hicieron 2 lavados con tampén de equilibrado y se afiadi6é el tamp6n de elucién
(tampodn de equilibrado con imidazol 50 mM) para liberar la proteina retenida en la
resina (M6). Se hizo un lavado con tampén de equilibrado y se retirdé una fraccion
de resina a la que se afiadi6 tampon de carga 2X (para comprobar si tras la
elucién quedé proteina retenida, M7).

3.9.3. SOBREEXPRESION DE PROTEINAS EN CELULAS DE MAMIFERO:
COINMUNOPRECIPITACION DE PROTEINAS CON GFP-TRAP

Para sobreexpresar las proteinas en células de mamifero se transformaron células
HEK293T con los plasmidos pEGFP y los constructos derivados ya generados o
clonados en la presente Tesis Doctoral. Las células se sembraron en placas de
100 mm vy se transfectaron. Se elimind el medio de cultivo y se afiadié PBS a 4°C.
Las células se levantaron y se transfirieron a un tubo de 1.5 ml previamente
enfriado. Se centrifugaron 3 minutos a 500 g a 4°C y el pellet se lavé 2 veces con
PBS 1X frio. El pellet se resuspendié en tampdn de lisis (Tris-HCI pH 7.5 10 mM,
NaCl 150 mM, EDTA 0.5 mM, fluoruro sédico (NaF), 2.5 mM, 50% gliceral,
Na,P,0; 2.5 mM, NazVO, 0.2 mM, 1 pastilla de inhibidores de proteasas, PMSF 1
mM, NP-40 0.5%) y se homogeneiz6 empleando una jeringa. Se incubé 20
minutos en hielo, mezclando cada 5 minutos 10 veces con la jeringa. Se centrifugd
a 4°C durante 10 minutos a méxima velocidad y el sobrenadante se transfirié a un
nuevo tubo de microcentrifuga de 1.5 ml y se ajusté el volumen a 500 pl con
tampén de lavado (tampon de lisis sin PMSF ni NP-40). Por otra parte, se
equilibraron 20-30 ul de la resina GFP-Trap beads (Chromotek) afiadiendo tampdn
de dilucion. Se centrifugé 2 minutos a 4°C y 2500 g y se repitid el lavado 2 veces
mas. En el dltimo lavado se aspird todo el sobrenadante y se afiadié tampdn de
dilucion. Se afadié el extracto celular (previamente se guardé una alicuota del
extracto y se le afiadié tampdn de carga de proteinas 2X) a la resina previamente
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equilibrada y se incub6 a 4°C durante 10 minutos y agitacion constante. Tras la
incubacién, se centrifugd a 2700 g 2 minutos a 4°C y se guardd una alicuota de
sobrenadante (fraccién no unida a la resina). Se desecho el resto de sobrenadante
y se lavo 2 veces con tampon de lavado frio. Tras el dltimo lavado, el pellet se
resuspendié en tampoén de carga 2X (fraccidn unida a la resina). Las muestras con
tampén de carga se hirvieron 3 minutos a 95°C y se separaron en un gel de
acrilamida.

3.9.4. CONDICIONES DEL ENSAYO QUINASA

Una vez se dispone de la proteina eluida de la resina correspondiente (Talon para
bacterias, GFP-Trap para células de mamifero) se prepara un gel de acrilamida al
15% con concentraciones crecientes de ABS, para estimar la cantidad de proteina
de la que disponemos para hacer el ensayo de actividad quinasa. El ensayo se
realiz6 en distintas condiciones:

‘ Reactivos Protocolo A Reactivos Protocolo B
Quinasa putativa 500 ng Quinasa putativa 500 ng
Sustrato 1000 ng Sustrato 1000 ng
Tris-HCIpH 7.5 10 mM HEPES 100 mM
MgCl, 10 mM MgCl, 50 mM
MnCl, 3mM DTT 5 mM
ATP 37 uM ATP 37 uM
ATP v 10 uCi ATP y°2° 10 uCi

Tabla 12. Condiciones de los ensayos de actividad quinasa. En la tabla se detallan los reactivos y
la concentracién final de los mismos empleados para los diferentes ensayos de actividad quinasa
(Protocolo A y B, respectivamente).

El sustrato empleado fue, o bien Histona H3, o bien la proteina basica de mielina
(MBP) (Invitrogen). Se incluyd un control positivo de la reacciéon con la proteina
gquinasa activada por Adenosin monofosfato (AMPK), utilizando AMP como
sustrato. Los experimentos con ATP radiactivo se llevaron a cabo en una sala
acondicionada para tal fin en el Instituto de Biomedicina de Valencia, en
colaboracion y bajo la supervision del Dr. Pascual Sanz. Se utilizaron cajas de
metacrilato para el transporte de muestras radiactivas, pantallas protectoras y
dosimetros para medir la radiactividad en todo momento y los liquidos que
pudieran contener ATP radiactivo se eliminaron en el recipiente correspondiente.
La mezcla de reaccién se incub6 30 minutos a 30°C, se afiadié tampon de carga
de proteinas 2X, y se hirvieron las muestras 3 minutos a 95°C. Al dia siguiente se
cargaron en un gel de acrilamida al 15% y 75 mm de grosor y se separaron
durante 1.5 horas a 125 V. Se incluyeron extractos con sustrato (para comprobar
la actividad quinasa) y extractos sin sustrato (para comprobar la capacidad de
autofosforilaciéon), ademas de un control positivo de la reaccion. El gel se tifié con
solucion de azul de Coomassie 30 minutos en agitacion y a continuacion se lavo 3
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veces durante 10 minutos con solucidn de destefiido. A continuacidon se hicieron 2
lavados de 20 minutos con glicerol al 20% para que el gel se mantuviera hidratado
y no se fragmentara en el posterior secado. Para el secado del gel, se colocd
sobre un papel de filtro humedecido con glicerol y se cubrié con film. El gel se sec6
en el equipo model 583 Gel Dryer (BioRad) durante 2 horas y se visualizaron las
bandas mediante autorradiografia utilizando peliculas de revelado (Hyperfilm ECL,
Amersham).

3.10. ANALISIS BIOINFORMATICO

Para la blsqueda in silico de sitios putativos de glicosilacion en la secuencia de
aminoacidos ANKK1 se utiliz6 el portal web bioinforméatico ExPASy, y
especificamente sus herramientas NetOGlyc, NetNGlyc y NetCglyc.

Para el andlisis de las putativas sefiales de exportacion nuclear (NES) en la
secuencia de aminoacidos se utilizo el servidor NetNES v1.1 (Center For Biological
Sequence Analysis, Technical University of Denmark) y para el andlisis de las
sefiales de localizacién nuclear (NLS) se utilizd el programa NUCDISC (del
servidor PSORT II, http://psort.ims.u-tokyo.ac.jp). Los datos de salida fueron tablas
o graficos en los que se indicaba la localizacion de los sitios buscados en la
secuencia de la proteina, y a cada uno de ellos se les asigha una puntuacién
acorde a su significacion estadistica.

3.11. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo con el programa GraphPad
Prism v5. Se determiné la distribucién normal de los datos cuando fue necesario
mediante la prueba estadistica de Kolmogérov-Smirnov. Los experimentos
celulares se analizaron, bien utilizando la prueba t de Student, o bien Andlisis de
varianza unidireccional (one-way ANOVA) utilizando el test de comparacion
multiple de Tuckey. Los datos se expresan como la media * la desviacion estandar
y los valores p inferiores a 0.05 se consideraron significativos.
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4. RESULTADOS

4.1. ANKK1 PARTICIPA EN LA DIFERENCIACION MIOGENICA

4.11. ANKKl SE EXPRESA EN MIOBLASTOS Y MIOTUBULOS
EMBRIONARIOS

El estudio previo de la expresion de ANKK1 durante el neurodesarrollo permitio la
observacion de estructuras con morfologia de miotibulos que eran positivas para
esta proteina. Este fue el punto de partida de este trabajo. Para conocer la
expresion de ANKK1 en precursores musculares se analizaron por
inmunofluorescencia, utilizando los anticuerpos STk2 (ANKK1) y a-eMyHC como
marcador de mioblastos embrionarios, secciones sagitales de embriones murinos
en estadios E14.5 y E17.5. Nuestro estudio se centré en mioblastos y miotabulos
embrionarios localizados en primordios musculares derivados de somitas (Fig. 18).

ANKK1 se expresa en el citoplasma de mioblastos y miotibulos embrionarios con
un patron polarizado (Fig. 18). En el embrion E14.5, estadio hasta el que los
mioblastos embrionarios migran y se fusionan para formar las fibras primarias, la
sefial de ANKK1 se detect6 en una subpoblacion de mioblastos que, dada su
morfologia alargada, sugeria su participaciébn en procesos de migracién (Fig.
18A,B). Estas células se encontraban distribuidas a lo largo del neuraxis, desde
las regiones mas caudales que daran lugar a diferentes masculos del tronco y las
extremidades a las regiones mas occipitales que daran lugar, entre otros
musculos, a la lengua. En ningln caso se observé la expresion de ANKK1 en el
nacleo de los mioblastos o miotdbulos embrionarios, aunque si se detectaron
algunos nucleos ANKK1+ (Fig. 18B). En los miotibulos multinucleados en estadio
mas diferenciado (E17.5) se encontr6 ademas un patron de expresion de ANKK1
en las bandas Z (Fig. 18C, flecha blanca). Los analisis de doble marcaje con
eMyHC en E17.5, etapa en la que acaba de finalizar la miogénesis secundaria y
da comienzo la etapa fetal tardia, revelaron que ANKK1 se expresa en una
subpoblacién de precursores miogénicos multinucleados, que podrian constituir las
fiboras musculares que conforman el primer tejido muscular embrionario maduro.
En los primordios musculares de la region occipital, que daran lugar a la
musculatura de la lengua, la expresion de ANKK1 era positiva en aquellas fibras
con una morfologia particularmente elongada, en comparacion con las células
eMyHC+ ANKK1- (Fig. 18D: fibras de los primordios musculares de la region
caudal; Fig. 18E: fibras de los primordios musculares de la region occipital).
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A DAPI / ANKK1 (STk2) B DAPI / ANKK1 (STk2) / TUBB3
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Figura 18. ANKK1 se expresa en mioblastos y miotibulos en estadio embrionario E14.5y 17.5.
Las imagenes corresponden a proyecciones Z de 4 capas de 1um de grosor cada uno. Se observa el
marcaje de DAPI, ANKK1 (rojo), los diferentes marcadores celulares (verde) y la superposicion de las
imagenes de inmunofluorescencia en secciones sagitales de embrién E14.5 (A,B) y E17.5 (C-E). (A)
ANKK1 se expresa en mioblastos embrionarios. Escala: 25 uym. (B) Los miotibulos ANKK1+ estan en
contacto con precursores neurales TUBB3+. Dos nlcleos ANKK1+ se detectaron (flechas blancas).
Escala: 25 uym. (C) En E17.5, ANKK1 muestra una expresion polarizada en algunos miotUbulos
embrionarios, y un patrén bandeado (flecha blanca) en otros. Escala: 25 uym. (D) Colocalizaciéon de
ANKK1 y eMyHC en las fibras de los primordios musculares localizados en las regiones caudal y (E)
occipital (flechas blancas). Las flechas verdes muestran miotibulos ANKK1-. Escala: 50 pm.

41.2. LA EXPRESION DE ISOFORMAS DE ANKK1 VARIA DURANTE LA
DIFERENCIACION MIOGENICA

Para conocer la expresion de ANKK1 durante el proceso de diferenciacion
miogénica, se utilizaron las lineas celulares C2C12 y RD (Rhabdomyosarcoma).
La linea murina C2C12 fue originalmente establecida a partir del musculo adulto y
muestra muchas similitudes con los mioblastos fetales por lo que es un buen
modelo para el estudio de la dinamica de la expresion de ANKK1 durante la
progresién miogénica. La linea tumoral humana RD se utilizd por su capacidad de
diferenciar parcialmente in vitro hacia miotubulos.
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Se estudi6 la expresion de ANKK1 en proliferacion (Dia 0, DO) y tras 3 (D3) y 6
(D6) dias post-induccion de diferenciacién para la formacion de miottbulos. El
patron de expresion celular se analizd mediante inmunofluorescencia con los
anticuerpos STk2 y a-Actinina (marcador citoplasmatico expresado en musculo
esquelético y cardiaco).

ANKK1 se expresa tanto en el nicleo como en el citoplasma de los mioblastos
murinos y humanos (Fig. 19). La sefial de ANKK1 en el ndcleo es muy intensa en
la mayoria de mioblastos encontrandose una menor proporcion de nucleos con
intensidad de expresion de ANKK1 més leve e idéntica a la del citoplasma. La
linea C2C12 (Fig. 19A) present6 a D3 células fusionandose y expresando a-
Actinina, y a D6 ya se observaban miotibulos multinucleados. En los mioblastos
RD (Fig. 19B), a pesar de no encontrar miotibulos multinucleados, se observé un
incremento en el nimero de células expresando a-actinina, asi como cambios
morfologicos evidentes (en proliferacion las células son grandes y redondeadas,
mientras que tras la diferenciacion se vuelven alargadas y fusiformes) (Fig. 19).

El andlisis de expresion de ANKK1 revel6 algunas diferencias entre ambas lineas
celulares, ya que la expresion basal de ANKK1 en los nucleos de los mioblastos
humanos no era tan elevada como en los mioblastos murinos. No obstante, tanto
en C2C12 como en RD se producia a lo largo de la diferenciacién miogénica una
disminucion de la sefial de ANKK1 nuclear hasta su exclusion en los miotubulos
diferenciados, al mismo tiempo que se producia un incremento de la sefial de
ANKKZ1 en el citoplasma (Fig. 19).

A C2C12 ANKK1 (STk2) / a-Actinina
Dia 0 Dia 3 Dia 6
Rhabdomyosarcoma

Dia0 Dia 3 ‘ Dia 6
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Figura 19. ANKK1 nuclear disminuye durante la diferenciacion miogénica de mioblastos murinos
C2C12 y humanos RD. Las imagenes corresponden a proyecciones Z de 10 capas de 0.5 ym de
grosor cada uno. Se muestra la superposiciéon del marcaje de ANKK1 (rojo) y el marcador a-Actinina
(verde). (A) Se estudiaron mediante inmunofluorescencia mioblastos en proliferacion (DO) y tras la
induccion de diferenciacion (D3-D6) de C2C12 y (B) RD. Escala: 25 ym.

La cuantificacion de la intensidad de fluorescencia nuclear mediante ImageJ v1.37
confirmé las observaciones previas tanto en C2C12 como en RD (Fig. 20). En
ambas lineas celulares, se detectaron niveles elevados de ANKK1 nuclear en las
células en proliferacién, y una disminucion significativa de la sefial de ANKK1 tanto
a D3 (C2C12, DO vs D3: p=0.0147; RD, DO vs D3: p<0.0001) como a D6 (C2C12,
DO vs D6: p<0.0001; D3 vs D6: p<0.0001; RD, DO vs D6: p<0.0001; D3 vs D6:
p=0.0179), siendo mas pronunciada a D6 en mioblastos C2C12 y a D3 en RD.
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Figura 20. La sefial de ANKK1 nuclear disminuye significativamente durante la diferenciaciéon
miogénica en mioblastos murinos C2C12 y humanos RD. (A) Se analizé la intensidad de
fluorescencia de ANKKL1 en proliferaciéon (DO) y tras la inducciéon de diferenciacion (D3-D6) en el ndcleo
de mioblastos murinos C2C12 y (B) humanos RD (N=3). u.a: unidades arbitrarias.

Para caracterizar los cambios en el patron de expresion celular de ANKK1, se
obtuvieron extractos proteicos enriquecidos en la fraccion nuclear y la fraccién
citoplasmatica de cada uno de los dias (DO, D3 y D6) para su analisis mediante
Western Blot con el anticuerpo STk2. Se utilizaron los marcadores a-tubulina
(citoplasmaético) y/o lamina A/C (nuclear) para identificar el enriqguecimiento de las
fracciones, y B-actina como control de carga (Fig. 21).

Los resultados mostraron que ANKK1 presenta un perfil proteico especifico de
estadio en el citoplasma y en el nlcleo. En ambas lineas celulares, se detecta la
isoforma ANKK1-k en el nucleo (la banda de ~56- kDa) y la isoforma ANKK1-fl en
el citoplasma (la banda de ~82-84- kDa). Coincidiendo con los resultados de los
estudios de inmunofluorescencia, en mioblastos C2C12 la isoforma nuclear se
expresa a niveles elevados en proliferacion (D0) y disminuye a D3 y a D6 post-
diferenciacion (Fig. 21A). Se encontraron ademdas bandas -citoplasmaticas
adicionales de ~86 y ~115- kDa, que podrian tratarse de isoformas de ANKK1
modificadas a nivel post-traduccional. Se observa una leve disminucion a D3 de
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las isoformas citoplasméticas y a D6 vuelve a incrementar su expresion con
respecto al nivel basal.

El estudio de las isoformas de ANKK1 en los mioblastos humanos RD mostrd
resultados similares a las células C2C12 en cuanto al patron de expresion a lo
largo del proceso de diferenciacion (Fig. 21B): ANKK1-k nuclear se expresa a
niveles elevados en proliferacion y disminuye gradualmente a D3 y a D6, mientras
gue ANKKZ1-fl citoplasmatica incrementa progresivamente su expresion a lo largo
de la diferenciacion.
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Figura 21. La isoforma ANKK1-k disminuye en el nicleo de mioblastos durante diferenciacion
mientras que la isoforma ANKK1-fl incrementa en el citoplasma. (A) Western Blot (N=1) y
cuantificacion de fracciones enriquecidas en proteinas del nucleo y citoplasma en proliferacién (DO) y
tras la induccion de diferenciacion (D3-D6) de células C2C12 y (B) RD. Se determiné la expresion de
ANKK1 con el anticuerpo STk2 y los marcadores a-tubulina y lamina A/C, respectivamente. Se
representaron los ratios entre ANKK1 y B-actina.

En la membrana de los extractos proteicos de RD, también se detect6 otra banda
citoplasmatica de mayor peso molecular que ANKK1-fl (~118- kDa) (Anexo 4). Se
analizaron los niveles de la isoforma de elevado peso molecular en ambas lineas
celulares (Fig. 22). En C2C12 se observé una disminucion de la banda a D3 y un
incremento a D6, por encima de los niveles basales. En RD también se observé
una disminucion a D3, siendo esta mas leve que en C2C12 y manteniéndose
practicamente invariable a D6.
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Figura 22. La isoforma ANKK1 de elevado peso molecular aumenta sus niveles tras la
diferenciacion de mioblastos C2C12 mientras que disminuye tras la diferenciacion de
mioblastos RD. (A) Cuantificacion (N=1) de la banda de ANKK1 (~115-118 KDa) de las fracciones
enriquecidas en proteinas del citoplasma en proliferacion (DO) y tras la induccién de diferenciacion (D3-
D6) de células C2C12 y (B) RD. Se representaron los ratios entre ANKK1 y 3-actina.

4.1.3. ANKK1 Y RELACION CON MARCADORES MIOGENICOS

Para el estudio de la coexpresién de ANKK1 y otros marcadores tempranos de
diferenciacion miogénica se cultivaron mioblastos murinos C2C12 a baja
confluencia para su analisis mediante inmunofluorescencia con el anticuerpo
STk2, a-Pax7 (marcador de quiescencia o activacion temprana) y a-MyoD
(marcador de destino muscular) (Fig. 23A).

En proliferacién se observaron dos subpoblaciones de mioblastos definidas por la
expresién de ANKKL1 nuclear: mioblastos con nucleos ANKK1+ cuya intensidad es
mayor que la intensidad de ANKK1 citoplasmaética (Fig. 23A, flechas verdes) frente
a mioblastos con idéntica expresién de ANKK1 en nudcleo y citoplasma (Fig. 23A,
flechas blancas).

Dado el patrén de expresion caracteristico de ANKK1 en el nlcleo, se realizé el
recuento de nucleos que expresan ANKK1+ y los marcadores PAX7 y MYOD (Fig.
23). El andlisis del porcentaje de mioblastos en proliferacion positivos para cada
marcador individual (Fig. 23A) revelé que 12.54% de los mioblastos expresan
PAX7, 47.68% expresan MYOD vy, en este contexto, 80.51% expresan ANKK1+ a
nivel nuclear. Se determind la coexpresion de PAX7 y MYOD entre si, para
caracterizar las subpoblaciones de mioblastos del subclon de C2C12 (Fig. 23B):
1.8% de los mioblastos expresan PAX7 pero no MYOD; 11.44% expresan PAX7 y
MYOD; 40.12% expresan MYOD pero no PAX7, mientras que 46.77 % de los
mioblastos no expresan ninguno de los dos marcadores. Por lo tanto, se trata de
un subclon de mioblastos C2C12 inmortalizados con bajos niveles endégenos de
Pax7, tal y como otros autores han descrito previamente [220].

También se determiné la proporcion de mioblastos PAX7+ o MYOD+,
respectivamente, que era a su vez ANKK1+ (Fig. 23C). Se observé que el 100%
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de las células PAX7+ era ANKK1+ y el 97.6% de las células MYOD+ era ANKK1+.
A partir de los resultados previos, se infirieron las subpoblaciones de mioblastos
definidas por la presencia/ausencia de los factores de regulacion miogénica
temprana PAX7 y MYOD (Fig. 23D) que ademés expresan ANKK1+ nuclear: los
mioblastos PAX7+ (tanto MYOD- como MYOD+) expresan ANKK1+ en todos los
casos; los mioblastos PAX7- MYOD+, que suponen un 40.12% de la poblacion
total, expresan en su mayoria ANKK1+ (39.15% frente a 0.96%); mientras que los
mioblastos PAX7- MYOD-, que suponen un 46.77% de la poblacion total, se
dividen en 28.11% que expresan ANKK1+ frente a 18.66% que no la expresan.

ANKK1 (STk2) PAX7 superposicion

A

QUIESCENCIA

MYOD superposicion

DESTINO
MUSCULAR
B 8100 . c §100 .
2 80 1 £ 801
(7}
[=] o
2 60 1 « 60 1
g : —
T 40 ° 40 —T—
g =]
= c
3 20 1 3 20 1
2 < I_—i—_l
PAX7+  MYOD+  ANKK1+ PAXT+ PAXT+ PAX7- PAX7-
MYOD- MYOD+ MYOD+ MYOD-
100 1 100 1
D 8 E 3 1 ANKK1+
Z 80 4 2 80 B ANKKA-
"3 173
8 g
o 60 7 @ 60 7
o (=]
8 8
S 40 S 40 1
{ = o
$ 20 1 $ 20 4
" B 1
PAXT+ MYOD+ PAXT+ PAXT+ PAX7- PAX7-
ANKK1+ ANKK1+ MYOD+ MYOD- MYOD+ MYOD-

105



Resultados

Figura 23. ANKK1 se expresa preferentemente en el ndcleo de mioblastos que expresan los
marcadores de quiescencia (PAX7) y activacion temprana (MYOD). (A) Las imagenes
corresponden a proyecciones Z de 10 capas de 0.5 pm de grosor cada uno. Se observa el marcaje de
ANKK1 (rojo), los marcadores PAX7 y MYOD (verde) y la superposicion de los dos canales. Se sefialan
ndcleos ANKK1+ con una sefial mayor (flechas verdes) o igual (flechas blancas) que el marcaje
citoplasmatico. (B-D) Cuantificacién de los patrones de fluorescencia para cada marcador (N=3). (B)
Recuento de los nucleos positivos para cada marcador individual en proliferacion: PAX7, MYOD y
ANKK1, respectivamente. (C) Caracterizacion de las subpoblaciones del cultivo segun la presencia o
ausencia de los marcadores PAX7 y MYOD. (D) Recuento de nucleos que coexpresan PAX7 y ANKK1,
y MYOD y ANKK1, respectivamente. (E) Inferencia de los nicleos ANKK1+ para cada subpoblacion
caracterizada en (B), segun los resultados obtenidos en (C).

Para correlacionar la expresion de ANKK1 con el grado de diferenciacion
miogénica, se realiz6 un analisis de colocalizacién mediante inmunofluorescencia
y un posterior recuento de los nucleos positivos para ANKK1 (independientemente
del nivel de intensidad) y los marcadores PAX7 y MYOD durante la diferenciacion
de mioblastos C2C12 (Fig. 24).

En proliferacion, la sefial de ANKK1 colocaliza con células PAX7+ (13.82%) y
MYOD+ (45.4%). Tras la induccion de diferenciacion, se observa a D3 una
disminucion de la sefial de ANKK1 en el nicleo (DO vs D3: p<0.0001) que coincide
con el decaimiento de PAX7 (18.62% y 0, respectivamente) mientras que MYOD
incrementa (DO vs D3: p=0.0067, 62.29%). A D6, ANKK1 se reduce a 3.94% de
las células (DO vs D6: p<0.0001; D3 vs D6: p=0.0433) al mismo tiempo que MYOD
disminuye al 54.4% (DO vs D6: p=0.1285; D3 vs D6: p=0.0365) (Fig. 24).

100 -+ ANKK1
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Figura 24. La disminucién de ANKK1 durante diferenciacion se correlaciona con la reduccion de
PAX7 a D3y de MYOD a D6. Se representa el porcentaje de nicleos positivos para ANKK1 (linea
roja), PAX7 (linea azul) y MYOD (linea verde).
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4.1.4. ANKK1 SE GLICOSILA EN TEJIDO NERVIOSO Y MUSCULAR

La observacion en los Western Blot de una banda citoplasmatica de elevado peso
molecular reconocida por el anticuerpo STk2 sugeria una posible modificacion de
la proteina ANKK1. Por ello, se realizé una bisqueda in silico de posibles
modificaciones post-traduccionales de las proteinas ANKK1 humana y murina (Fig.
25) que pudieran explicar este aumento en el tamafio, especificamente, sitios de
glicosilacion. Se distinguen tres tipos de glicosilacion atendiendo al atomo del
aminoacido que se une a la cadena de carbohidratos: C-, N-, y O-glicosilacién. La
prediccion de los sitios putativos de glicosilacion en la secuencia aminoacidos de
ANKK1-fl se realizé con el programa Expasy y con los servidores NetNGlyc v1.0,
NetOGlyc v4.0 y NetCGlyc v1.0. El programa anota sitios de glicosilacion
identificados experimentalmente para mamiferos.

El andlisis con el servidor NetNGlyc no mostro sitios putativos de N-glicosilacién
en la secuencia de ANKK1 murina (Fig. 25A), mientras que en la secuencia de
ANKK1 humana se localizaron dos sitios putativos de N-glicosilacion (Fig. 25B),
Unicamente superando uno de ellos el valor umbral de 0.5, que da una estimacion
del potencial de glicosilacion (0.67). La secuencia consenso se localiza en los
aminodacidos de la posicion 103-105 (dominio quinasa de la proteina), siendo el
aminodacido 103 (asparagina) susceptible de N-glicosilacion.

El analisis con el servidor NetOGlyc mostré dos secuencias consenso susceptibles
de ser O-glicosiladas y superando el valor umbral (0.68) en la secuencia de
ANKK1 murina (Fig. 25C), en los aminoacidos 321 y 325 (Ser en ambos casos),
localizados en el interdominio de la proteina. En el caso de ANKK1 humana,
también se encontraron dos secuencias candidatas superando el valor umbral
(0.68 y 0.59, respectivamente) en los aminoacidos 12 y 245 (Ser en ambos casos)
localizados dentro del dominio quinasa en el extremo Nt (Fig. 25D).

El andlisis con el servidor NetCglyc no predijo ningun sitio de C-manosilacién que
superara el valor umbral en ninguna de las secuencias de ANKK1 humana y
murina (Fig. 25E-F).

107



Resultados

ANKK1 murina
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Sequence position
#seqmame source feature start end score  strand frame comment
SEQUENCE net0Glyc-4.0.0.13 CARBOHYD 121 321 0. 685408 HPOSITIVE
SEQUENCE net0Glyc-4.0.0.13 CARBOHYD 3Z5 325 0.6687215 H#POSITIVE
SEQUENCE net0Glyc-4.0.0,13 CARBORYD iz? 327 0.269425
# seqname source feature start end  score +/-
L]
Sequence netCglyc-1.0b C-manno 37 37 0.182 .
Sequence necCglye-1.0b  C-manno 56 56 0.258 .
Sequence netCglyc-1.0b C-mannc 129 129 0.162 .
Sequence netCglyc-1.0b C-manno 181 181 0.217
Sequence necCglyc-1.0b C-mannoc 229 229 0.190
Sequence netCglye-1.0b C-manno 265 265 0.173
Sequence netCglyc-1.0b C-mannc 280 280 0.167
Sequence netCglyc-1.0b C-manno 3sz 3sz 0.217
Sequence netCglyc=1.0b C-manno 438 438 0.213
Sequence netCglyc-1.0b C-manno 471 471  0.226
Sequence netCglyc-1.0b C-mannc 603 603 0.198
Sequence necCglyc-1.0b C-manno 636 636 0.200 .
Sequence netCglyc-1.0b C-manno 665 669 0.309 .
Sequence necCglye-1.0b C-manno 702 702 0.202
#
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ANKK1 humana
D N-GLICOSILACION

MethGlye 1.97 predicted N-glycosylation sites in Sequence
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E O-GLICOSILACION
¥seqname source feature start end score  strand frame  comment
= QHYD & & 0.353696
SEQUENCE netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 12 12 0. 677796 . . APOSITIVE
SEQUENCE netoGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 17 17 0.264879 .
SEQUENCE net0Glyc-4.0.0.13 CARBOHYD i0 0 0.180174
SEQUENCE netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 221 221 0.0848187
ECUENCE net0Glyc-4,0,0,1 CARBOHYD 27 27 0.0427663
SEQUENCE netQGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 245 245 0.594717 . . HPOSITIVE
SEQUENCE netOGlyc-4.0.0.13 CARBOHYD 250 z50 0.425322
SEQUENCE netOGlve-4.0.0.13 CARBOHYD 255 255 0.323686
F C-MANOSILACION
# segname source feature start end score +/- 7
Sequence netCglyc-1.0b C-manno 25 25 0.219
Sequence netCglyc-1.0b C-manno 44 44 0.223
Sequence netCglyc-1.0b C-manno 117 117 0.165
Sequence netCglyc-1.0b  C-manno 169 169  0.203
Sequence netCglyc-1.0b C-manno 217 217 0.180
Sequence netCglyc-1.0b C-manno 253 253 0.183
Sequence netCglyc-1.0b C-manno 268 268 0.168
Sequence netCglyc-1.0b C-manno 429 429 0.253
Sequence netCglyc-1.0b C-manno 462 462 0.240
Sequence netCglye-1.0b  C-manno 594 594 0.223
Sequence netCglyc-1.0b  C-manno 627 627 0.254
Sequence netCglyc-1.0b C-manno 660 660 0.358
Sequence netCglyc-1.0b  C-manno 693 693 0.191

Figura 25. Las proteinas ANKK1 humana y murina son susceptibles de sufrir glicosilacion. Se
muestran los resultados del andlisis con los servidores NetNglyc 1.0, NegOGlyc 4.0 y NetCglyc 1.0. En
las gréficas de N-glicosilacién, se muestra la longitud de la secuencia de aminoéacidos en el eje X y el
potencial de glicosilacion en el eje Y. Cada linea vertical azul reconoce una secuencia consenso de
glicosilacion localizada en la secuencia de la proteina ANKK1. La linea roja horizontal marca el umbral
por encima del cual es posible que ocurra la glicosilacion, pero por debajo del cual es improbable. Los
servidores de O-glicosilacion y C-manosilacién dan un resultado en formato de tabla que indica la
posicién de la secuencia del sitio putativo de glicosilacién y le asigna una puntuacién por encima de la
cual el aminoéacido es susceptible de ser glicosilado. (A) No hay sitios putativos de N-glicosilacion en la
secuencia de ANKK1 murina, (B) pero si se han identificado dos sitios putativos de O-glicosilacion
(recuadros rojos). (D) En la secuencia de ANKK1 humana, se ha localizado un sitio putativo de N-
glicosilacién y (E) dos de O-glicosilaciéon (recuadros rojos). (C, F) En ninglin caso se han localizado
sitios putativos de C-manosilacion.

Para el andlisis experimental de la glicosilacion de ANKK1 se realizé el tratamiento
de extractos proteicos con una combinacion de PNGasa F y exoglicosidasas que
eliminan los N- y O-glicanos de las proteinas, mediante la utilizacién de un kit
comercial. Se utilizaron muestras en las que estaba caracterizada la presencia de
la banda de ANKK1 de elevado peso molecular: cerebro de raton postnatal a D3 y
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miotUbulos C2C12 tras la induccion de diferenciacion (D6). Los resultados fueron
visualizados mediante Western Blot utilizando el anticuerpo STk3 (Fig. 26).

Este estudio reveld que en los extractos sin deglicosilar se observaba una banda
de ~115- kDa (Fig. 26A). Tras la deglicosilacion, esta banda disminuye de los
extractos deglicosilados, mientras que aparece una banda de ~82- kDa (Fig. 26A),
correspondiente al peso molecular de ANKKZ1-fl sin modificaciones. La
densitometria de la banda de ~115- kDa confirma la disminucién observada en los
extractos deglicosilados (Fig. 26B).
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Figura 26. ANKK1-fl sufre la modificacion post-traduccional de glicosilacion. A) Western Blot
(N=1) y (B) cuantificacién de las proteinas antes (-) y después de la deglicosilacion in vitro de extractos
de cerebro postnatal (D3) y miotibulos C2C12 diferenciados (D6). Las proteinas se separaron durante
mas tiempo para una mayor separacion de las bandas. Se determiné la expresion de ANKK1 con el
anticuerpo STk3 y se representd el ratio con respecto a 3-Actina.

4.1.5. LEPTOMICINA B INHIBE LA E?(PORTACION NUCLEAR DE ANKK1
DURANTE LA DIFERENCIACION MIOGENICA

Anteriormente, se han descrito evidencias in silico de la presencia de NLS y NES
en la proteina ANKK1 humana [79]. En este trabajo se realizd un analisis in silico
de la secuencia de ANKK1 murina con el programa NUCDISC y el servidor
NEINES v1.1. Este analisis revel6 la presencia de secuencias NLS y NES Unicas y
homdlogas al comparar con la proteina humana (Fig. 27). Ademas de las
secuencias conservadas entre ambas especies, en la proteina ANKK1 murina se
encontr6 una NLS Unica que se extendia desde los aminoacidos 3 a 9
(PHRARRL).
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M. musculus 1 MVEEEENEMILNPMAVGPLAQQLGSLTVETRDDFEEEWHLVASGGEFSKVEQARRRGWRT OYA
NLS1 KINASE DOMAIN NLS2
H. sapiens 1 —-----—---—- MAADBTELRLGSLPVFTRDDFEGDWRLVASGGFSQVEQ TEYA

M. musculus 62 IKCSPCLQKETTSSEVTCLFEEAVKMEKIKFQHIVSIYGVCKQPLGIVMEFMASGSLEKTL

H. sapiens 50 IKCAPCLPPDAASSDVNYLIEEAAKMKKIKFOHIVSIYGVCKOPLGIVMEFMANGSLEKVL

M. musculus 123 PTHSLCWPLKLRIIHETSLAMNFLHS[TKPPLLHLDIKPGNILLDNNMHVKISDFGLSKWME
NES
H. sapiens 110 STHSLCWKLRFRI IHETSLAMNFLHS[TKP PLLELDIKPGNILLDSNMHVKISDFGLSKWME

M. musculus 184 QSTQKQYIERSALRGTLSYIPPEMFLENNKAPGPEYDVYSFAIVIWEILTOKKPYAGLNMM

H. sapiens 171 QSTRMOYIERSALRGMLSYIPPEMFLESNKAPGPKYDVYSFAIVIWELLTQKKPYSGFNMM

M. musculus 245 TIIIRVAAGMRPSLQDVSDEWPEEVHOMVNLMKRCWDQ NVAVETD 299
NLS3
DI LDITIETD 286

H. sapiens 232 MIIIRVAAGMRPSLOPVSDQOWPSEAQOMVDLMKRCWDOD

Figura 27. La proteina ANKK1 murina presenta NES conservados y NLS conservados y Unicos
con respecto a ANKK1 humana. Andlisis de alineamiento de las secuencias predichas de
aminoacidos para el dominio quinasa de ANKK1 en Mus Musculus (GenBank: AAI45079.1) y Homo
sapiens (NP_848605.1) y la identificacion de NLS y NES. El sombreado indica una identidad de
secuencia del 100%. EI dominio quinasa esta subrayado. Los aminoacidos altamente hidrofébicos en
NES estan marcados en negrita.

El analisis in silico sugeria que la exclusion nuclear de ANKK1 en los miotubulos
podia estar mediada por NES. Para estudiar la dinamica subcelular de ANKK1
durante el proceso de diferenciacion, se estudio el efecto de Leptomicina B sobre
los mioblastos murinos C2C12, un agente que inhibe la exportina 1, requerida para
la exportacién nuclear de proteinas que contienen NES, como es el caso de
ANKK1 [79]. Se indujo la diferenciacion de mioblastos y se afiadié Leptomicina B
durante 24 horas en distintos momentos del proceso de diferenciacion (24-48
horas). Se fijaron células para inmunofluorescencia con los anticuerpos STk2 y a-
Actinina, y paralelamente se recogieron células para Western Blot.

Las imagenes de fluorescencia mostraron el patron caracteristico de expresiéon de
ANKK1 (Fig. 28A): nacleos muy intensos en estadios iniciales de diferenciacion y
disminucion de la intensidad en el nicleo a medida que avanza el proceso. El
marcaje con a-Actinina permitio realizar un seguimiento visual de la diferenciacion.
En los cultivos tratados con Leptomicina B se podia apreciar un incremento de los
niveles de ANKK1 en el nlcleo en relacién a sus respectivos cultivos control que
presentaban un mayor nimero de células a-Actinina+ (Fig. 28A).

Para cuantificar el efecto de Leptomicina B sobre la expresién de ANKK1 en
mioblastos en diferenciacion, se midid la intensidad de fluorescencia nuclear de
ANKK1 (Fig. 28B) y se determiné el indice de fusién (numero células a-Actinina
positivas frente al total de células), que es un estimador del grado de
diferenciacion miogénica (Fig. 28C).
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La cuantificacion de la sefial de fluorescencia de ANKK1 nuclear (Fig. 28B) mostré
gue ANKKZ1 nuclear disminuye significativamente tras 48 horas post-diferenciacion
frente a 24 horas en ausencia de tratamiento con Leptomicina B (24 vs 48h:
p=0.0096). Tras el tratamiento con Leptomicina B, tanto a 24 (24 vs LMB 24h:
p=0.0117) como a 48 horas (48 vs LMB 48h: p<0.0001), se produce una retencion
significativa de ANKK1 en el niicleo comparado con la ausencia de tratamiento.

El estudio del grado de diferenciacion miogénica (Fig. 28C) reveld, coincidiendo
con los resultados del estudio de diferenciacion, un incremento significativo del
indice de fusién con el tiempo de induccion de diferenciacion en ausencia de
Leptomicina B (0 vs 24 h: p=0.0112; 0 vs 48 h: p<0.0001; 24 vs 48 h: p=0.005).
Tras el tratamiento con Leptomicina B también se produce una disminucién
significativa del indice de fusion (24 vs LMB 24 h: p=0.0441; 48 vs LMB 48 h:
p=0.0150).
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Figura 28. Leptomicina B bloquea la exportacion de ANKK1 del nicleo de mioblastos C2C12 y
produce una disminucién del indice de fusién. (A) Inmunofluorescencia de mioblastos murino
C2C12 tras induccién de diferenciacion (24, 48 horas) y tratamiento con 2 ng/ml LMB 24 horas antes de
la fijacion. Las imagenes corresponden a proyecciones Z de 10 capas de 0.5 ym de grosor cada uno.
Se muestra el marcaje de nucleos con DAPI, ANKK1 (rojo), a-Actinina (verde) y la superposicion de los
canales. Escala: 50 ym. (B) Cuantificacién de la intensidad de fluorescencia de ANKK1 nuclear (STk2)
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y (C) determinacion del indice de fusion mediante el recuento de células a-Actinina+. u.a: unidades
arbitrarias; LMB: Leptomicina B.

La retencidon significativa de ANKK1 en el nicleo observada por
inmunofluorescencia también se estudi6 mediante Western Blot. Se utilizaron
fracciones enriquecidas en proteinas nucleares y citoplasmaticas de C2C12, se
analizo el efecto de Leptomicina B sobre la expresién de ANKK1 utilizando el
anticuerpo STk2 y se determind la expresion de PAX7 y MYOD (Fig. 29).

Los resultados revelaron que, coincidiendo con los resultados previos, ANKK1
nuclear incrementa tras el tratamiento con Leptomicina B, alcanzando este valor
significacion estadistica a las 24 horas de tratamiento (24 vs LMB 24h: p=0.0336)
(Fig. 29A), por lo que esta proteina era muy sensible al tratamiento con
Leptomicina B. En ningln caso se encontraron cambios significativos en los
niveles de la isoforma citoplasmatica de ANKK1 (24 vs LMB 24h: p=0.7158); 48 vs
LMB 48h: p=0.3455).

El estudio de expresion de MYOD revel6 que, coincidiendo con resultados previos,
los niveles de MYOD incrementan tras la induccion de diferenciacion en ausencia
de tratamiento (0 vs 24h: p=0.007; O vs 48h: p=0.0016; 24 vs 48h: p=0.0248 (Fig.
29B). Después de 24 horas de diferenciacion, no se encontraron diferencias
significativas en los niveles de MYOD en presencia de Leptomicina B, pero si a 48
horas (48 vs LMB 48h: p=0.0041), sugiriendo una menor sensibilidad de esta
proteina al tratamiento.

Un estudio independiente de la expresion de PAX7 reveld un incremento de los
niveles de esta proteina tras el tratamiento con Leptomicina B a 24 horas (banda
de 57KDa) (Fig. 29C), mientras que a 48 horas ya no fue posible su deteccion. El
anticuerpo anti-PAX7 reconocié una banda adicional de aproximadamente ~65-
KDa que podria corresponder a una modificacién post-traduccional de esta
proteina y también estaba incrementada tras el tratamiento con Leptomicina B.
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Figura 29. Leptomicina B bloquea la exportacion de ANKK1 y MYOD en mioblastos C2C12 en
diferentes momentos de la diferenciacion. Western Blot y cuantificaciéon de fracciones enriquecidas
en proteinas del ndcleo y citoplasma en proliferacién (D0) y tras 24 y 48 h de diferenciaciéon en
presencia (+) o ausencia (-) de LMB. (A) Se determiné la expresion de ANKK1 con el anticuerpo STk2
(N=3) (B) MYOD (N=3) y (C) PAX7 (N=1) y los marcadores a-Tubulina y Lamina A/C, respectivamente.
Se representaron los ratios entre ANKK1 y B-Actina.

Paralelamente, también se realizé la busqueda de secuencias NES en PAX7 y
MYOD murinas (Fig. 30) utilizando el servidor NetNES 1. Como se aprecia en las
gréficas, PAX7 no presenta una sefial NES en su secuencia (Fig. 30A) mientras
gue MYOD presenta una sefial NES que supera el valor umbral de 0.5 (0.946, Fig.
30B).
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Figura 30. La secuencia de aminoacidos de MYOD murina presenta una secuencia NES
predicha. (A) Se realiz6 un andlisis in silico de NES en las secuencias de las proteinas murinas de
PAX7 (NCBI: NP_035169.1) y (B) MYOD (GenBank: AAA39798.1). Se muestran los resultados del
analisis con el servidor NetNES 1. Se representa la longitud de la secuencia de aminoacidos en el eje X
y el potencial de glicosilacién en el eje Y. La linea roja horizontal marca el umbral por encima del cual
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es posible que ocurra la glicosilacion, pero por debajo del cual es improbable.
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4.2. ANKK1 ES UN MARCADOR DE CELULAS SATELITE Y DE SUBTIPO DE
FIBRA EN EL MUSCULO ADULTO

4.2.1. ANKK1 DISCRIMINA POBLACIONES QUIESCENTES Y ACTIVADAS DE
CELULAS SATELITE

Una vez determinada la expresion de ANKK1 en el estadio embrionario y durante
el desarrollo, a continuacion se estudié la expresion de esta proteina en las células
con potencial regenerativo muscular de la edad adulta, las SCs. Para ello, se
obtuvieron miofibras en cultivo con SCs asociadas derivadas del musculo FDB de
ratones de 2-3 meses de edad de la cepa C57BL/6. Se llevo a cabo un protocolo
de digestion enzimatica y mecanica leve del muasculo. Las miofibras se fijaron
sobre cubreobjetos y se analiz6 mediante inmunofluorescencia la expresion de
ANKK1 con el anticuerpo STk2 en SCs, definidas por el marcador de quiescencia
o0 activacion temprana PAX7.

Los estudios de colocalizacion mostraron que ANKK1 se expresa en el 100% de
las células PAX7+ encontradas en los cultivos (N=25), y por consiguiente, en todas
las SCs (Fig. 31). Sin embargo, como se puede apreciar en las imagenes, la
expresion de ANKK1 varia en estas células y distingue dos subpoblaciones,
encontrandose un patron de expresion fundamentalmente citoplasmatico en el
72% de las SCs (N=18) (Fig. 31A-B), y un enriquecimiento de ANKK1 en el nlcleo
del 28% de las SCs (N=7) (Fig. 31C-D). Las imagenes de las SCs de la Figura 31
con sus fibras asociadas se pueden apreciar en el Anexo 5.

117



Resultados

DAPI ANKK1 (STk2 PAX7 superposicion

Figura 31. ANKK1 se expresa en las SCs de musculo de ratén adulto. Se estudié expresion de
ANKK1 en SCs en cultivo asociadas al musculo esquelético FDB mediante inmunofluorescencia. Las
imagenes corresponden a proyecciones Z de 8 capas de 1 um de grosor cada uno. Se muestran 4 SCs
obtenidas tras el cultivo de fibras FDB. Se observa el marcaje de DAPI, ANKK1 detectada con el
anticuerpo STk2 (rojo), PAX7 (verde) y la superposiciéon de las imagenes. (A,B) ANKK1 se expresa
preferentemente en el citoplasma de algunas SCs y (C,D) en el nicleo de otras. Escala: 5 pm.

Para evaluar si la localizacion de ANKK1 en el nicleo de SCs se correlaciona con
su estado de activacion tal y como sucede en mioblastos en cultivo en
proliferacién, se estudié la coexpresion de ANKK1 con el marcador de destino
muscular MYOD (Fig. 32A,B). Se estudié también la coexpresion de PAX7 y
MYOD con ANKK1 utilizando el anticuerpo STk3, que reconoce un epitopo
ubicado en ANKK1-fl y en ANKK1-ank, pero no en ANKK1-k (Fig. 32C,D).

El estudio de coexpresién de ANKK1 (STk2) y MYOD mostré que las SCs del
cultivo que expresan MYOD tienen wuna expresion fundamentalmente
citoplasmatica de ANKK1 (N=5) (Fig. 32 A,B). El estudio de coexpresién de STk3
con los marcadores PAX7 y MYOD revel6 que, independientemente del marcador
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que define el estado de activacion de la SC, ya sea PAX7 (N=7) o MYOD (N=4),
ANKK1 se expresa a nivel citoplasmatico en estas células, en ningin caso
encontrando su localizacion a nivel nuclear (Fig. 32C,D). Las imagenes de las SCs
de la Figura 32 con sus fibras asociadas se pueden apreciar en el Anexo 6.

DAPI ANKK1 (STk2) MYOD superposicion
A
B

DAPI ANKK1 (STk3) PAX7 superposicion
C

superposicion

DAPI ANKK1 (STk3) MYOD

Figura 32. ANKK1 nuclear estd ausente de las SCs activadas mientras que ANKK1-fl se expresa
en el citoplasma de SCs quiescentes y activadas. Se realiz6 un andlisis mediante
inmunofluorescencia de SCs en cultivo. Las iméagenes corresponden a proyecciones Z de 10 capas de
1um de grosor cada uno. Se observa el marcaje de DAPI, ANKK1 detectada con los anticuerpos STk2
(A-B) y STk3 (C-D) (rojo), los marcadores MYOD (A-B,D) y PAX7 (C) en verde y la superposicién de
las imagenes.

ANKK1 no sélo se expresaba en SCs adultas, sino que también estaba presente
en las fibras musculares (Fig. 33, Anexos 5,6). Para la caracterizaciéon de la
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expresion de ANKK1 en las fibras se utilizaron los anticuerpos STk2 y STk3, y se
realiz6 un doble marcaje con distrofina (proteina de localizaciéon subsarcolémica) y
a-sarcoglicano (proteina de localizacion sarcolémica), respectivamente (Fig. 33).

El patron de expresion de ANKK1 en las fibras musculares detectado con los
anticuerpos STk2 y STk3 es idéntico (Fig. 33A,B), observandose en ambos casos
un patron de expresion de ANKK1 tanto longitudinal como transversal a la fibra
muscular (flechas verdes). La proteina siempre se encuentra ausente de los
mionucleos, encontrandose una expresion perinuclear de ANKKL1. El estudio de
coexpresion de ANKK1 con Distrofina (Fig. 33C) muestra la colocalizacion de
ambas proteinas a nivel perinuclear en la mayor parte de los nucleos, mientras
que ocasionalmente se detecta algin nucleo sin marcaje perinuclear de ANKK1
(recuadro blanco). El analisis del doble marcaje de ANKK1 con a-Sarcoglicano
muestra que la sefial de ANKK1 subyace a la de a-Sarcoglicano, localizado este
ultimo en el sarcolema (Fig. 33D).

DAPI ANKK1 (STk2) superposicion ANKK1 3X

>
>
DAPI ANKK1 (STk3) superposicion ANKK1 3X
B
“
9

DAPI ANKK1 (STk2 Distrofina superposicion superposicién 3X

DAPI ANKK1 (STk2) a-Sarcoglicano superposicion superposicion 3X

3,

Figura 33. ANKK1 se expresa en las fibras musculares adultas a nivel subsarcolémico. Se
analiz6 la expresion de ANKK1 en fibras FDB en cultivo mediante inmunofluorescencia. Las imagenes
corresponden a proyecciones en Z; (A-B) 15 capas de 0.5 ym; (C-D) 10 capas de 1 ym. Se observa el
marcaje de DAPI, ANKK1 con los anticuerpos STk2 y STk3 (rojo), Distrofina y a-Sarcoglicano (verde) y
la superposicion. A la derecha seguida de una flecha roja se muestra una ampliacién 3X de las
imagenes de ANKK1. (A-B) ANKK1 muestra un patréon de expresion tanto longitudinal como transversal
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a la fibra muscular (flechas verdes). (C) ANKK1 colocaliza con Distrofina mientras que (D) su expresion
es subyacente a la de Sarcoglicano.

Para determinar con mayor precision la localizacion de ANKK1 en la fibra
muscular, se realizd la proyeccion ortogonal de la superposicién de las capas de
STk2 con los anticuerpos anti-Distrofina y anti-a-Sarcoglicano, respectivamente
(Fig. 34). Este complemento del programa ImageJ v1.37 permite determinar si dos
proteinas colocalizan (se observa en amarillo tanto la proyeccién en Z como los
ejes XZ e YZ) o si por el contrario no colocalizan (en la proyeccion en Z se observa
en amarillo pero al obtener los ejes XZ e YZ se observan los colores rojo y verde
por separado).

El estudio de la proyeccion ortogonal de ANKK1 con distrofina mostré que el
marcaje de ANKK1 es suprayacente al marcaje de distrofina, localizada en el
subsarcolema (Fig. 34A). Sin embargo, la proyeccion ortogonal de ANKK1 con a-
sarcoglicano, ubicada en el sarcolema de la fibra muscular, revel6 un marcaje de
ANKK1 subyacente a esta proteina (Fig. 34B).

A Superposicion B Superposicion
ANKK1 - Distrofina ¥ ANKK1 - a-Sarcoglicano

Figura 34. La expresion de ANKK1 en la fibra muscular es subyacente a la localizacién de a-
sarcoglicano y suprayacente a la localizacién de distrofina. Se realizé la proyeccion ortogonal de la
superposicion de las imagenes de ANKK1 (STk2) con distrofina y a-sarcoglicano, respectivamente,
utilizando el programa ImageJ v1.37. Para ello, se ha realizado la superposicion de todas las capas del
canal de STk2 y de la correspondiente proteina en estudio: (A) Distrofina y (B) a-sarcoglicano. Se ha
escogido un punto de una de las capas en el que aparentemente habia colocalizaciéon de ambas
proteinas (observado en color amarillo) y se han obtenido los ejes XZ e YZ para determinar si la
colocalizacién es real o artefactual (N=3).
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4.2.2. ANKK1 SE EXPRESA EN UN SUBTIPO DE FIBRAS MUSCULARES
ADULTAS

Con el fin de definir el patron de expresion de ANKK1 en el tejido muscular adulto,
se utilizaron secciones transversales de mdusculo parafinado de ratdn
(gastrocnemio) y se realiz6 un marcaje mediante inmunohistoquimica con los
anticuerpos STk, STk2 y STk3 respectivamente (Fig. 35).

El estudio con los tres anticuerpos en secciones seriadas de misculo mostré que
ANKK?1 exhibe un patrén de expresion idéntico en todos los casos, encontrandose
un marcaje ANKK1+ en el citoplasma de una proporcion de fibras (Fig. 35A).
ANKK1 no se expresaba en todas las fibras musculares, ya que también se
encontraron fibras ANKK1- (Fig. 35B). Ademas del patron de expresion
caracteristico observado en las fibras, se encontr6 que, de acuerdo con la
ausencia de la proteina previamente observada en nudcleos de miotdbulos
embrionarios y en cultivo, ANKK1 estaba ausente de los mionucleos de las fibras
musculares adultas. Se encontré algun nucleo positivo (Fig. 35B, flecha negra),
gue podria tratarse, por su localizacion anatomica, de SCs.

ANKK1 (STk) ANKK1 (STk2) ANKK1 (STk3)

| G

Figura 35. ANKK1 se expresa en el citoplasma de una poblaciéon de fibras musculares adultas.
Se realizé un andlisis de la expresion de ANKK1 con los anticuerpos STk, STk2 y STk3 en secciones
transversales de gastrocnemio de ratén mediante inmunohistoquimica. (A) La colocalizacién de STk,
STk2 y STk3 revelé un patrén de expresiéon idéntico ANKK1+. La misma fibra esta sefialada en las
diferentes secciones (asterisco negro). (B) ANKK1 se expresa en el citoplasma de algunas fibras y en
SCs (flecha negra). Escala: 50 um.

Para determinar si ANKK1 se expresa en un tipo especifico de fibra (fibras tipo | vs
fibras tipo Il), se realizaron inmunohistoquimicas de secciones seriadas de
gastrocnemio (N=3, 100 fibras analizadas por musculo) utilizando los anticuerpos
STk2, a-MyHCI (marcador de fibras lentas) y a-MyHCIl (marcador de fibras
rapidas) (Fig. 36). Los resultados mostraron que ANKK1 se expresa
mayoritariamente en fibras tipo Il (91.7%, N=272 fibras), aunque se encontrd en
alguin caso fibras de tipo Il ANKK1- (9.3%, N=28 fibras), (Fig. 36). Sin embargo, en
ningun caso se encontré la expresién de ANKK1 en fibras tipo | (N=35 fibras) (Fig.
36). La colocalizacion de ANKK1 con fibras tipo Il también se observé en otros
musculos como s6leo y triceps (Anexo 7).
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ANKK1 (STk2) MyHCI MyHCII

Figura 36. ANKK1 se expresa mayoritariamente en fibras MyHCIl+ y estd ausente de fibras
MyHCI+. Se realiz6 un analisis mediante inmunohistoquimica de secciones seriadas transversales de
gastrocnemio de raton con los anticuerpos STk2, MyHCI y MyHCII. La misma fibra esta sefialada en las
diferentes secciones (asterisco negro). Escala: 50 pm.

4.2.3. EL METABOLICO GLICOLITICO INFLUYE EN LA EXPRESION DEL GEN
Y DE LA PROTEINA ANKK1

4.2.3.1. Activacion de la via glicolitica mediante agentes inductores

La ausencia de ANKK1 en fibras tipo | en el masculo adulto, caracterizadas por un
metabolismo oxidativo sugeria una posible relacion entre la presencia de ANKK1 y
un metabolismo glicolitico. Para este analisis, se trataron los mioblastos C2C12 en
proliferacién durante 24 horas con dos agentes inductores de la via glicolitica,
respectivamente: 30 mM glucosa y 30 uM del alcaloide botanico Berberina.

En primer lugar se comprob6 que la via glicolitica se estaba activando
adecuadamente mediante la medicién del consumo de oxigeno y la cuantificacion
de la produccion de acido lactico en el medio celular. El tratamiento con glucosa y
Berberina, respectivamente, producia una disminucién significativa del consumo
de oxigeno (Control vs glucosa: p=0.0005; Control vs Berberina: p=0.0003) y un
incremento significativo de la produccion de acido lactico (Control vs glucosa:
p=0.0053; Control vs Berberina: p=0.0080) (Fig. 37). Estos datos confirmaban la
correcta activacion de la via glicolitica en mioblastos C2C12.
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Figura 37. Glucosa y Berberina activan la glicélisis en mioblastos C2C12 en proliferacion. (A)
Determinacién del consumo de oxigeno (N=7) y cuantificacion de la produccién de acido lactico (N=3)
tras el tratamiento con glucosa 30 mM y (B) Berberina 30 uM. Para determinar el consumo de oxigeno,
se contaron las células, se resuspendieron en 1 ml de medio y se midié el consumo de oxigeno en el
electrodo de Clark. Para cuantificar la produccién de éacido lactico, se tomé 1 ml del sobrenadante de
las células y se cuantificé el acido lactico producido mediante un kit enzimatico. min: minutos.

A continuacion se estudi6 el efecto de la activacién de la via glicolitica sobre la
morfologia de los mioblastos en proliferacion y se determind la expresion del
ARNm de Ankkl mediante PCR cuantitativa y de la proteina ANKK1 mediante
inmunofluorescencia y Western Blot (Fig. 38).

La morfologia de los mioblastos C2C12 se vio alterada tras la induccién de la via
glicolitica con ambos agentes inductores (Fig. 38A). Los mioblastos muestran una
morfologia fusiforme y desorganizada; en el caso de Berberina, se observan
ademas agregados celulares.

El andlisis de la expresion de ARNm se realiz6 con una pareja de oligonucleétidos
gue amplifica un fragmento ubicado entre los exones 2 y 3 del transcrito de Ankk1,
region codificante correspondiente al dominio quinasa de la proteina. Este estudio
reveld que la activacion de la via glicolitica, tanto mediada por glucosa como por
Berberina, produce un incremento significativo de los niveles de Ankkl (Control vs
glucosa: p=0.0428; Control vs Berberina: p=0.0021) (Fig. 38B).

A continuacion se comprobd si el incremento en la expresion del ARNm de Ankk1l
observado en mioblastos glicoliticos se acompafiaba de cambios a nivel de
proteina (Fig. 38C). Mientras que el tratamiento con glucosa no produjo
variaciones en los niveles de las isoformas ANKK1-k (Control vs glucosa:
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p=0.3599) y ANKK1-fl (Control vs glucosa: p=0.9418) de ANKK1 con respecto al
control, el tratamiento con Berberina provocd una disminucién significativa de
ANKK1-k nuclear (Control vs Berberina: p=0.0392), sin embargo, no se
encontraron cambios en ANKK1-fl citoplasmatica (Control vs Berberina: p=0.8918).
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Figura 38. La expresion de Ankkl se incrementa tras la activacion de la via glicolitica. (A) Los
mioblastos C2C12 se trataron durante 24 horas con los agentes inductores de la via glicolitica glucosa
30 mM y Berberina 30 pM, respectivamente, y se estudié la expresiéon de ANKK1 mediante
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inmunofluorescencia. (B) Se obtuvo ARN en cada condicién y determiné la expresion de Ankkl por
PCR cuantitativa (N=3). Se normalizé la expresion de Ankkl con los genes a-Tubala y Csnk2a2 y se
representé el ratio de expresiéon. (C) Western Blot (N=4) y (D) cuantificacion de las fracciones
enriquecidas en proteinas del nacleo y citoplasma. Se determind la expresion de ANKK1 vy del
marcador a-Tubulina. Se representaron los ratios entre ANKK1 y B-Actina.

4.2.3.2. Activacion de la via glicolitica en condiciones de hipoxia

Para estudiar el efecto del estado metabdlico sobre la expresion de ANKK1, se
cultivaron mioblastos C2C12 en proliferacion en condiciones hipdxicas (2%
oxigeno) y se estudid la expresion de ANKK1 mediante inmunofluorescencia,
utilizando MYOD para conocer ademas el estado de activacion de estos
mioblastos (Fig. 39).

El crecimiento en hipoxia en los mioblastos C2C12 producia alteraciones
morfologicas de las células, que empezaban a manifestarse a 24 horas y se
hacian evidentes a 48 horas. En estas condiciones, las células perdian su aspecto
habitual y adquirian una morfologia fusiforme, disponiéndose unas al lado de otras
con un patron desorganizado. Se observd una mayor expresion de ANKK1 en el
nucleo tras la induccién de hipoxia, siendo también elevada su expresion en el
citoplasma a 48 horas, mientras que se podia apreciar un menor nimero de
nucleos positivos para MYOD en estas condiciones (Fig. 39A).

La cuantificacién de la intensidad de fluorescencia nuclear de ANKK1 (Fig. 39B)
reveld una reduccién significativa de la intensidad de fluorescencia en condiciones
norméxicas con el tiempo (24 vs 48 h: p=0.002). El cultivo de C2C12 en
condiciones hipoxicas presentaba un incremento significativo de la intensidad de
fluorescencia de ANKK1 nuclear con respecto a los controles (Normoxia vs
Hipoxia 24h: p<0.0001; Normoxia vs Hipoxia 48 h: p<0.0001).

De acuerdo con la disminucién de ANKK1 observada en normoxia, el nUmero de
células MYOD+ incrementd con el tiempo en las células control (Fig. 39C). El
incremento observado de ANKK1 nuclear en hipoxia estaba acompafiado de una
disminuciéon significativa del nimero de células MYOD+ tanto a 24 horas
(Normoxia vs Hipoxia 24h: p=0.0024) como a 48 horas frente a sus respectivos
controles (Normoxia vs Hipoxia 48h: p<0.0001), correlaciondndose con los
resultados previos del estudio de diferenciacion.
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Figura 39. La sefial de ANKK1 nuclear incrementa en condiciones de hipoxia al tiempo que se
reduce el porcentaje de mioblastos MYOD+. (A) Se realizd6 un andlisis mediante
inmunofluorescencia en mioblastos C2C12 proliferativos en normoxia e hipoxia durante 24 y 48 horas.
Las imagenes corresponden a proyecciones Z de 10 capas de 0.5 ym de grosor cada uno. Se muestra
el marcaje de los nicleos con DAPI, ANKK1 (rojo), MYOD (verde) y la superposicién de los canales
(N=3). (B) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia nuclear y (C) recuento de los nucleos
MYOD+. u.a: unidades arbitrarias; h: horas.

A continuacién se analiz6 como afectaban las condiciones de hipoxia a la
expresion de ANKK1 en estadios avanzados del proceso de diferenciacion. Se
indujo la diferenciacion de los mioblastos C2C12 y se fijaron células a distintos
tiempos (D4-D6). Se analiz6 mediante inmunofluorescencia la expresion de
ANKK1 con el anticuerpo STk2 y de la proteina a-Actinina como control de
diferenciacion (Fig. 40A).

En condiciones hipoxicas, los mioblastos en diferenciacion y miotdbulos presentan
una morfologia anémala, observandose células alargadas y desorganizadas a D4
y miotdbulos atréficos y presencia de abundantes agregados celulares a D6 (Fig.
40A). La elevada confluencia celular dificultaba la observacion de patrones de
expresion caracteristicos de ANKK1 en las diferentes condiciones.

Por ello, se cuantificé la expresién de ANKK1 nuclear (Fig. 40B) y se determind el
indice de fusion (Fig. 40C). Tal y como se ha observado previamente, en
condiciones normoxicas la expresion de ANKK1 disminuye significativamente en el
nacleo tras la induccién de diferenciacion (DO vs D4: p<0.0001; DO vs DE6:
p=0.0014) (Fig. 40B). A D4, observamos un incremento de ANKK1 en hipoxia con
respecto al control norméxico (D4 vs Hipoxia D4: p=0.0439), mientras que a D6 no
encontramos diferencias (D6 vs Hipoxia D6: p=1).

Al analizar el indice de fusion (Fig. 40C), en primer lugar se comprueba que en los
controles normoxicos la diferenciacion tiene lugar adecuadamente, ya que se
produce un incremento significativo progresivo del indice de fusién a medida que
avanza el programa miogénico (DO vs D4: p<0.0001; DO vs D6: p<0.0001; D4 vs
D6: p=0.0294). En condiciones hipdxicas, a D4 no se aprecian diferencias
significativas con respecto a normoxia (D4 vs Hipoxia D4: p=0.2674), mientras que
a D6 se observa una disminucion significativa del indice de fusion (D6 vs Hipoxia
D6: p=0.0088).
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Figura 40. Las condiciones hip6xicas durante diferenciacién de C2C12 incrementan la expresion
de ANKK1 nuclear y disminuye el indice de fusidén en miotubulos. (A) Se realizé un andlisis
mediante inmunofluorescencia de mioblastos C2C12 tras la induccién de diferenciacién (D4-D6) en
condiciones normoxicas e hipéxicas. Las imagenes corresponden a proyecciones Z de 10 capas de 0.5
pum de grosor cada uno. Se muestra el marcaje de los nucleos con DAPI, ANKK1 (rojo), a-Actinina
(verde) y la superposicion de los canales (N=3). Escala: 50 um. (B) Cuantificacion de la intensidad de
fluorescencia de ANKK1 nuclear y (C) determinacion del indice de fusion. u.a: unidades arbitrarias.
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4.3. ANKK1 SE EXPRESA EN MIOBLASTOS Y FIBRAS REGENERATIVAS DE
PACIENTES CON DISTROFIAS MUSCULARES

Hasta ahora hemos determinado que ANKK1 se localiza en precursores
musculares durante el desarrollo (mioblastos embrionarios) y en la edad adulta
(SCs), es decir, se expresa en células que presentan propiedades regenerativas
en distintos momentos del desarrollo. De hecho, hemos demostrado que su
expresion se correlaciona con la de los factores de transcripcion PAX7 y MYOD,
que regulan las etapas iniciales del proceso miogénico. Por todo ello, a
continuacion quisimos investigar si la expresion de ANKK1 estaba afectada en
mioblastos humanos distroficos en los hay un defecto en la regeneracion, asi
como en muestras clinicas de diversas patologias neuromusculares en las que se
encuentran fibras regenerativas debido al dafio muscular persistente.

4.3.1. LOS PACIENTES CON DMD PRESENTAN UNA MENOR PROPORCION
DE MIOBLASTOS ANKK1+

En primer lugar se estudio el patrén de expresion de ANKK1 en mioblastos de
pacientes con distrofias musculares en los que hay un proceso regenerativo
alterado. Para ello se utilizaron mioblastos humanos de un control no distréfico
(B1) y de tres pacientes con Distrofia Muscular de Duchenne (DMD1, DMD2,
DMD3) y se comprobd que su pureza era adecuada: las células en cultivo se
fijaron en cubreobjetos, se marcaron con el anticuerpo anti-Desmina (marcador de
citoesqueleto exclusivo de células del linaje muscular) y se realizdé un recuento de
células positivas para este marcador (Fig. 41).

Los resultados mostraron una pureza considerable de los mioblastos en cultivo,
superando el 50% en todos los casos. Puesto que el cultivo no es puro, en
adelante los ensayos de inmunofluorescencia para realizar la cuantificacién de
mioblastos que expresan ANKK1 se realizaron con un doble marcaje con desmina,
de modo que los recuentos de nucleos ANKK1 se relativizaron a las células
desmina+. Para la inmunofluorescencia con PAX7 y MYOD, se realiz6 el recuento
de nucleos positivos para cada marcador frente al total de ndcleos y ese valor se
relativizé al promedio de células desmina+ para cada muestra en cuestion.
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Figura 41. El procesamiento de las biopsias de musculo humano generé un rendimiento
adecuado de mioblastos en cultivo. Se realizé un analisis mediante inmunofluorescencia para
determinar el grado de pureza de mioblastos humanos de pacientes no distréficos (B1) y distréficos
(bMD1, DMD2, DMD3) en cultivo (N=1, 100 células). Las células obtenidas a partir de las biopsias
musculares se fijaron sobre cubreobjetos y se estudié la expresion de desmina (rojo). Se muestra el
marcaje de nucleos con DAPI y la superposicion de los canales. La tabla muestra el porcentaje de
células desmina+.

A continuacién se analiz6 mediante inmunofluorescencia la expresién de ANKK1,
PAX7 y MYOD (Fig. 42A). En todos los mioblastos estudiados se encontrd la
expresiéon de ANKK1 a nivel nuclear y a nivel citoplasmético. En el individuo no
distréfico se encontraron nucleos positivos muy intensos para ANKK1 y nucleos
positivos con menor intensidad de expresién, de manera similar a lo que se habia
observado en los modelos celulares previamente estudiados. En los pacientes con
distrofias musculares se encontré heterogeneidad en la expresion de ANKK1,
siendo caracteristica la ausencia de ANKK1 en el ndcleo de muchas células
(especialmente en DMD1 y DMD2) y encontrandose un mayor nimero de nlcleos
positivos en DMD3.

El recuento de nlcleos positivos para cada marcador se realiz6 comparando los
resultados obtenidos en el individuo control frente a los pacientes en su conjunto,
con el fin de obtener un valor estimado de la tendencia de ANKK1 en mioblastos
de pacientes con distrofias musculares. Los resultados revelaron que los pacientes
tienen una menor proporcién de mioblastos que expresan ANKK1+ en el nucleo
(Control vs Pacientes: p=0.0221), una mayor proporcién de mioblastos PAX7+
(Control vs Pacientes: p=0.0031), mientras que no se encontraron diferencias en el
ndmero de células MYOD+ (Control vs Pacientes: p=0.7105) (Fig. 42B), aungue en
este Ultimo caso se observaron diferencias en cuanto a intensidad de marcaje,
siendo ésta mas leve en los pacientes con distrofias musculares.

A continuacién se caracterizaron las subpoblaciones de células PAX7+ y MYOD+
respectivamente en funcion de la presencia 0 ausencia de ANKK1 nuclear, con el
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fin de determinar si habia diferencias entre el control y pacientes (Fig. 42C). Este
analisis reveld que, dentro de la poblacion PAX7+, 83.3% de las células era
ANKK1+ en el control frente a 86.25% en los pacientes. Con respecto a la
poblacién MYOD+, tanto en el control como en los pacientes el 100% de los
mioblastos eran ANKK1+ (Fig. 42C). Estos resultados revelan que no hay
diferencias entre pacientes y controles en cuanto a la expresion de ANKK1 en las
subpoblaciones PAX7+ y MYOD+, respectivamente. Sin embargo, hay que tener
en cuenta que el porcentaje de células PAX7+ y MYOD+ es reducido en estas
muestras.
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Figura 42. ANKK1 nuclear esta reducido en mioblastos de pacientes con distrofias musculares
al tiempo que PAX7 estd incrementado. Se realizé un andlisis mediante inmunofluorescencia de
mioblastos humanos no distréficos (B1) y distréficos (DMD1, DMD2, DMD3) en proliferaciéon. (A) Las
imagenes corresponden a proyecciones Z de 10 capas de 0.5 pm de grosor cada uno. Se muestra el
marcaje de ANKK1 (rojo) y los marcadores PAX7 (panel izquierdo) y MYOD (panel derecho) en verde.
Escala: 50 ym. (B) Cuantificacion del nimero de nucleos positivos para ANKK1, PAX7 y MYOD (N=3).
Los valores se han relativizado al porcentaje de células Desmina+ de cada cultivo. (C) Caracterizacion
de las subpoblaciones PAX7+ y MYOD+ respectivamente segun la presencia o ausencia de ANKK1
nuclear.

4.3.2. DURANTE LA DIFERENCIACION DE MIOBLASTOS DE PACIENTES
ANKK1 MUESTRA UNA DINAMICA SIMILAR A OTRAS LINEAS CELULARES

La expresion de ANKK1 en mioblastos en proliferacion estaba alterada en los
mioblastos de individuos con Distrofia Muscular de Duchenne, por lo que quisimos
estudiar si también se encontraban cambios en la expresion de la proteina durante
el proceso de diferenciacion. Para este estudio se utilizaron los mioblastos del
paciente DMD3 por su mayor capacidad de proliferacién (los mioblastos DMD1 y
DMD2 mostraban un crecimiento muy ralentizado). Los mioblastos DMD3 se
fijaron en cubreobjetos en proliferacion (D0) y a distintos tiempos post-induccion
de diferenciacion (D3 y D6). Las células se marcaron también con a-Actinina como
marcador de miotubulos diferenciados (Fig. 43).

En los mioblastos DMD3 en proliferacion se encontraron ndcleos ANKK1+ (flechas
blancas) y ANKK1- (flechas verdes) (Fig. 43A), tal y como se ha descrito en el
apartado anterior. Después de 3 dias en medio de diferenciacion, se sigue
observando heterogeneidad en cuanto a la expresion de ANKK1 nuclear, aunque
se observan menos nudcleos positivos a medida que las células se van
aproximando y fusionando entre si. Finalmente a D6, se observa la ausencia total
de ANKK1 en los miotubulos diferenciados y un patrén citoplasmatico de expresién
de ANKK1 muy intenso. La cuantificacion de la intensidad de fluorescencia nuclear
de ANKK1 (Fig. 43B) muestra una disminucién significativa durante la
diferenciacién (DO vs D3: p=0.0333; DO vs D6: p<0.0001; D3 vs D6: p<0.0001),
dinamica equivalente a la observada en los modelos celulares estudiados a lo
largo de la presente Tesis Doctoral.
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Figura 43. ANKK1 nuclear disminuye durante la diferenciacion de mioblastos distréficos. Se
realiz6 un andlisis mediante inmunofluorescencia de mioblastos humanos distréficos (DMD3) en
proliferacién (DO0) y tras la induccién de diferenciaciéon (D3 y D6). (A) Las imagenes corresponden a
proyecciones Z de 16 capas de 0.5 ym de grosor cada uno. Se muestra la superposicion del marcaje
de ANKK1 (rojo) y el marcador a-Actinina (verde). Escala: 50 ym. (B) Cuantificacion de la intensidad de
fluorescencia de ANKKL1 nuclear. u.a: unidades arbitrarias.
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4.3.3. ANKK1 SE EXPRESA EN FIBRAS REGENERATIVAS EN DISTROFIAS
NEUROMUSCULARES

Para estudiar la localizacién histologica de ANKK1 en las fibras musculares
adultas de pacientes con distrofias musculares, se utilizaron las muestras
procedentes de controles sin distrofia y pacientes con distintos tipos de distrofias
musculares, y se realizaron ensayos de inmunohistoquimica con un anticuerpo o-
ANKK1 comercial, dado que ninguno de los anticuerpos a-ANKK1 de produccion
propia funcioné en tejido humano. Se utilizaron secciones seriadas para definir
ademaés la expresion de ANKK1 en fibras que expresan una combinacion de
eMyHC/nMyHC, que reconoce fibras en regeneracion. Se realiz6 un andlisis
descriptivo exhaustivo de toda la secciébn muscular para conocer la expresion de
ANKK1 en fibras regenerativas de diferentes tipos de distrofias musculares (Fig.
44).

Al igual que se habia observado en el modelo murino, la expresion de ANKK1 en
musculo humano adulto ocurre en un subgrupo de fibras, tanto en los controles
como en los pacientes con distrofias musculares. En el caso de los controles,
como era de esperar, en ningun caso se encontraron fibras en regeneracion.

En los pacientes con Distrofia Mioténica de Steinert, caracterizados por la
ausencia de proteina quinasa de Distrofia Miotonica funcional, se detecté la
expresibn de ANKK1 en un subgrupo de fibras, si bien es cierto que no se
encontraron fibras en regeneracion en ningun caso. Lo mismo se observé en el
paciente con Distrofia Muscular de Cinturas autosémica recesiva tipo 2Q
(LGMD2Q), caracterizado por una deficiencia de la proteina Plectina, que también
expresaba ANKK1 en un subgrupo de fibras pero no mostraba fibras en
regeneracion.

Los pacientes con Distrofia muscular de Duchenne (DMD), caracterizados por la
ausencia de proteina Distrofina funcional, presentaban un elevado nuimero de
fibras en regeneracién, que siempre expresaba ANKK1 (100%).

En los pacientes con Distrofia muscular de cinturas autosémica recesiva tipo 2A
(LGMD2A), caracterizada por la ausencia de proteina calpaina funcional, se
encontraron fibras en regeneracién que también expresaban ANKK1 con elevada
intensidad (100%).

Se estudié la expresion de ANKK1 en un paciente con Distrofia muscular de
cinturas autosémica recesiva 2B (LGMD2B), caracterizada por una deficiencia de
la proteina Disferlina. En este paciente se encontr6 de nuevo la expresion de
ANKK1 en todas las fibras en regeneracion (100%).

La expresion de ANKK1 en un paciente con Distrofia facioescapulohumeral
(FSHD), que puede ser producida por la deficiencia de diferentes proteinas,
también se correspondia mayoritariamente con las fibras en regeneracion, ya que
el 71.43% de dichas fibras expresaba ademas ANKK1.
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En resumen, las fibras regenerativas de los pacientes analizados con distrofias
musculares con patologias de distinta etiologia tienen en comun la expresion

mayoritaria y generalizada de ANKK1.
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Figura 44. ANKK1 se expresa en fibras regenerativas de pacientes con distrofias musculares. Se
realiz6 un andlisis mediante inmunohistoguimica de secciones transversales de deltoides, cuadriceps y
tibial anterior de musculo humano con los anticuerpos anti-ANKK1 y eMyHC/nMyHC. Los asteriscos
negros sefialan la misma fibra en cortes seriados. Las flechas negras sefialan nicleos ANKK1+.
Escala: 50 ym.

Ademas del marcaje caracteristico de ANKK1 en las fibras musculares, en todos
los casos se detectd la expresion de ANKK1 en una determinada proporcion de
nucleos (Tabla 13). La proporcién de nucleos positivos para ANKK1 era baja en
los controles (entre el 5-7% del total), mientras esta proporcion era mas elevada
en los pacientes con distrofias musculares, encontrando heterogeneidad entre
pacientes y patologias: los pacientes con DM de Steinert, LGMD2A, LGMD2B y
Distrofia facioescapulohumeral tenian en torno al 10-25% de nucleos ANKK1+,
mientras que la proporcién mas elevada la mostraron los pacientes con DMD (20-
45%) y LGMD2Q (> 50%) (Tabla 13).
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. . . % nucleos
0
Patologia N° biopsia ANKK 1+
CONTROLES
Control M-15-194 7.73
Control M-12-106 5.88
PACIENTES CON DISTROFIAS MUSCULARES
M-14-002 25.74
DMD
M-13-071 42.36
) M-09-88 11.45
DM Steinert
M-09-44 13.94
LGMD2A M-09-048 10.9
M-08-10 23.15
LGMD2B M-09-148 22.3
LGMD2Q M-11-054 53.8
FSHD M-08-83 18.12

Tabla 13. Cuantificacion del porcentaje de nucleos ANKK1+ en biopsias humanas de controles
y pacientes con distrofias musculares. En la tabla se indica, de izquierda a derecha, la patologia, el
cédigo del paciente y el porcentaje de nicleos ANKK1+.

4.4, ESTUDIO DE LA FUNCION DE ANKK1

4.4.1. ANKK1Y SU RELACION CON EL CICLO CELULAR

Recientemente nuestro grupo reporté el estudio de la relacion entre ANKK1 y el
ciclo celular en lineas establecidas y telencéfalo embrionario de ratén [81]. En este
trabajo hemos estudiado el efecto de la sobreexpresion de variantes genéticas de
ANKK1 sobre la progresién del ciclo en células sincronizadas en la fase GO/G1.
Para ello, se transfectaron cultivos de células HelLa con los constructos de las
isoformas ANKK1-k variantes Al y A2 (pEGFP-N1-ANKK1-Al y pEGFP-N1-
ANKK1-A2) y la mutante para la actividad quinasa K51R (pEGFP-N1-ANKK1-
K51R), que afiaden en pauta en su extremo Ct la secuencia de la proteina
fluorescente GFP. Se utilizaron dos variantes polimérficas de ANKK1 puesto que
previamente se describieron evidencias de su diferente funcionalidad [79]. La
variante A2 contiene una alanina en la posicién 239 frente a la variante A1 que
contiene una treonina, creando un nuevo sitio de fosforilacion in silico [19]. Esta
cambio es producido por el SNP rs.7118900, que se encuentra en desequilibrio de
ligamiento con el SNP TaglA.

Una vez transfectadas, las células se sincronizaron en la fase GO/G1 del ciclo
mediante un doble bloqueo con Timidina seguido de Afidicolina, con un periodo de
recuperacion después del primer bloqueo. Tras la sincronizacion y liberacion del
segundo bloqueo, las células avanzan sincrénicas a lo largo del ciclo celular.
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Después de 4 horas, las células se trataron con Nocodazol, un agente que retiene
a las células en la fase G2/M. Se recogié una muestra de células cada 2 horas
durante un periodo de 14 horas, tiempo en el que se estima que las células habran
alcanzado mitosis. Se tuvo en cuenta que la eficiencia de transfeccion no es del
100%, de modo que se analizaron por citometria de flujo y por separado las
poblaciones de células de un mismo cultivo que habian incorporado el plasmido
correspondiente frente a las células del mismo cultivo que no se transfectaron.

El estudio de la fraccion de células Hela sincronizadas y no transfectadas mostro
que, para cada tiempo y condicion analizados, no habia diferencias significativas
en el porcentaje de células en cada fase del ciclo (Tabla 14), mostrando, por tanto,
el mismo patrén en el ciclo celular.

valor p TO T2 T4 T6 T8 T10 T12 T14

GO0/G1 0.4613 0.4535 | 0.0748 | 0.9995 0.7325 0.5240 | 0.0764 0.5607

S 0.9636 0.4603 | 0.0580 | 0.0509 0.6488 0.1309 | 0.8560 0.4381

G2/M 0.2975 0.1826 | 0.6127 | 0.0712 0.6646 0.1134 | 0.6196 0.6196

Tabla 14. Valores p resultantes del analisis estadistico mediante el test unidireccional ANOVA a
partir de la cuantificacion de la proporciéon de células del cultivo que no se transfectaron en
presencia de los diferentes plasmidos (GFP — A1 — A2 — K51R) a los diferentes tiempos post-
sincronizacion en GO/G1 (TO-T2-T4-T6-T8-T10-T12 —T14). T: tiempo.

En cuanto a las células transfectadas (Fig. 45; Tabla 15) no se observaron
diferencias en la proporcion de células sincronizadas para los diferentes
constructos de ANKK1 en la fase GO/G1 (TO) (Fig. 46) ni en la progresion a la fase
S del ciclo, que se produce al cabo de 2 horas de sincronizacién (T2). El andlisis
por Western Blot de proteinas totales de los diferentes constructos y el control
mostré niveles mayores de los marcadores de G1/S, Ciclina A y Ciclina B en las
células que sobreexpresan ANKK1 (Fig. 47). En este punto, la sobreexpresién no
afect6 en ningln caso a la expresion normal de la ANKK1-k y ANKK1-fl endégenas
(Fig. 47), cuyos niveles en el control transfectado con GFP seguian una tendencia
idéntica a la descrita anteriormente en células sincronizadas [81]: disminucién de
ANKK1-fl e incremento de ANKK1-k a medida que se avanza hacia mitosis (Fig.
47).
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Figura 45. La sobreexpresion de las diferentes variantes de ANKK1 afecta a la progresion del
ciclo celular. Se analizé la progresién del ciclo celular mediante citometria de flujo de las células HeLa
transfectadas con las diferentes isoformas de ANKK1 (A1, A2, K51R) y sincronizadas en GO/G1. Se
obtuvieron histogramas en los que se represent6 la proporcion de células frente al contenido en ADN a
los diferentes tiempos post-sincronizacion (TO — T2 — T4 — T6 — T8 — T10 — T12 — T14). Mediante el
programa FlowJo v.7.6.5 se analizaron los histogramas y se determiné la proporcién de células en cada
fase del ciclo. A T6, ya se observé un incremento de la proporcién de células en mitosis en la poblacién
transfectada con Al (flecha negra). T: tiempo.

TO T2 T4 T6
valor p Sign. valor p Sign. valor p Sign. valor p Sign.
GO0/G1 0.3428 ns 0.5489 ns <0.0001 * %k <0.0001 *xk
S 0.6521 ns 0.8019 ns <0.0001 * k% 0.0022 *%
G2/M - - 0.0922 ns 0.0505 ns <0.0001 | ***
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T8 T10 T12 T14
valor p Sign. valor p Sign. valor p Sign. valor p Sign.
GO0/G1 0.7858 ns 0.0049 % % 0.0028 % % 0.0066 %k
S 0.5130 ns 0.0006 % k% 0.5926 ns 0.0020 %k
G2/m | 02033 ns 0.0010 o 0.7086 ns P<0.0001 | *%*

Tabla 15. Valores p resultantes del analisis estadistico mediante el test unidireccional ANOVA a
partir de la cuantificacion de la proporcion de células transfectadas del cultivo en presencia de
los diferentes plasmidos (GFP — Al — A2 — K51R) a los diferentes tiempos post-sincronizaciéon en
GO/G1 (TO-T2-T4—-T6-T8—T10-T12 — T14). T: tiempo.

A medida que la fase S progresa (T4), se observa un retraso significativo de las
células transfectadas con K51R respecto al control y las variantes Al y A2. Sin
embargo, cuando las células empiezan a alcanzar la fase G2 (T6), se observa que
todas las variantes de ANKK1 muestran una menor proporcion en fase S con
respecto al control (Fig. 46), aunque en T8 se iguala para todos los constructos
excepto las células K51R que muestran un retardo en la progresion del ciclo. Estos
resultados correlacionan con la expresibn de marcadores de ciclo a T8,
observando una mayor expresion de ciclina A en todos los constructos con
respecto a K51R y unos niveles levemente mas elevados de JUNB, marcador que
incrementa su expresion en la fase S, en las poblaciones control y K51R (Fig. 47).
Mientras las células avanzan en el ciclo (T10), se vuelve a observar la mayor
velocidad de progresion de la poblacion transfectada con Al, por su mayor
proporcién en G2/M y menor proporcion en S. La poblacion transfectada con A2
avanza hacia mitosis mas lentamente que Al, y a su vez mas rapidamente que
K51R, lo que también se refleja en su menor proporcion en fase S. Cuando las
células empiezan a alcanzar mitosis (T12), las poblaciones transfectadas con las
distintas variantes genéticas de ANKK1 se igualan (Fig. 46). A T14, todas las
células transfectadas con variantes de ANKK1 muestran un retraso en la
progresion del ciclo que ademas presentan mayores niveles de Ciclina A y
menores niveles de Ciclina B (Fig. 47), asi como también niveles ligeramente
mayores de JUNB (Fig. 47).

En resumen, estos resultados muestran que la sobreexpresion de las diferentes
variantes de ANKK1 afecta a la progresion del ciclo. La sobreexpresiéon parece
afectar a las fases G1/S ya que habria una mayor expresion de Ciclina A y Ciclina
B en esa fase y también a la transicion a las fases G2 y M del ciclo celular. Por
otra parte, nuestros resultados también muestran diferencias significativas entre
las variantes A1 y A2 de ANKK1 en la fase G2/M. En particular, la sobreexpresion
de Al incrementa la transicion a G2, A2 se mantiene como el control mientras que
K51R provoca un retraso en la progresion. Finalmente, al alcanzar la fase M, la
sobreexpresion de las isoformas supone un retraso en la progresion hacia el
avance del ciclo.
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Figura 46. La sobreexpresion de las diferentes variantes genéticas de ANKK1 en células HelLa
sincronizadas provoca cambios en la progresion del ciclo celular. Se analizé la proporcién de
células transfectadas con las diferentes isoformas de ANKK1 (A1, A2, K51R) y sincronizadas en GO/G1
a diferentes tiempos post-sincronizacion (TO-T2-T4-T6-T8-T10-T12-T14). Se cuantific6 un minimo de
10.000 células para cada condicién (N=3). Cuando se consider6 necesario por el menor tamafio
muestral, se realiz6 la comparacién de parejas de datos mediante la prueba t de Student (asterisco
rojo). T6 S GFP-K51R: p=0.0337; T8 G2/M GFP-K51R: p=0.0445; T10 G2/M A1-A2: p=0.0118; T10
G2/M A2-K51R: p=0.0274.
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Figura 47. La sobreexpresion de las diferentes variantes de ANKK1 afecta a la expresion de
algunos marcadores del ciclo celular. (A) Se escogieron 3 tiempos (TO - T8 - T14) del proceso de
sincronizacion y transfeccion de células HeLa con los diferentes plasmidos (GFP — A1 — A2 — K51R), se
obtuvieron los extractos proteicos y se analiz6 la expresion de las proteinas ANKK1 (a-STk2), B-Actina,
GFP (como control de transfeccién), Ciclina A, Ciclina B1 y JunB (marcadores bien establecidos del
ciclo celular [221]) mediante Western Blot (N=1). (B) Se realiz6 la densitometria de las bandas con el
programa ImageJ v1.37 y se normalizaron los datos con respecto al valor de de 3-Actina en cada caso,
representandose gréficamente el ratio. El revelado con anti-GFP muestra niveles adecuados de las
proteinas sobreexpresadas a TO, disminuyendo con el tiempo en el caso de A2 y K51R y
manteniéndose constantes en el caso de Al.En condiciones normales, Ciclina A empieza a ser
detectable en fase S e incrementa a lo largo de S y G2 con un pico en mitosis [222,223] siendo
entonces rapidamente degradada [224]; Ciclina B1 se caracteriza por su aumento en G2 y posterior
decaimiento en mitosis [222,224]; JunB estad descrito que promueve la expresion de ciclina A y es
degradada tras fosforilacién al entrar en mitosis [221]. T: tiempo.
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4.4, ESTUDIO DE LA FUNCION DE ANKK1

4.4.2. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD QUINASA DE ANKK1

Se ha descrito que las proteinas de la familia RIP tienen actividad quinasa in vitro
[49,59,63,225,226,227], a excepcion de RIP5/ANKK1 en la que todavia se
desconoce. Todas las RIP quinasas comparten un dominio quinasa similar. La
comparacion de los dominios quinasa de los miembros de la familia RIP reveld que
ANKK1 presenta 11 médulos conservados en el motivo RIP quinasa [25], con al
menos un 70% de identidad y similitud de secuencia. Estos subdominios
estructurales participan en diferentes funciones celulares, y muchos de ellos
median la respuesta de células eucariotas a estimulos externos mediante la
fosforilacion de otras moléculas en rutas de transduccion de sefial [1]. En
particular, en todas las RIP, incluida ANKK1, se encuentran conservados los
aminodcidos cruciales para la actividad quinasa: la Lisina de uniéon a ATP y el
Aspartico aceptor de protones durante la transferencia del grupo fosfato. Ademas,
el dominio quinasa de RIP4 es el mas similar a ANKK1, y se ha descrito que activa
la sefializaciéon NF-k tan eficientemente como la isoforma completa [65]. Estos
antecedentes, junto con los hallazgos en este trabajo de la expresion de ANKK1
en el nlcleo de mioblastos, su exportacién durante el proceso de diferenciacién y
su posible participaciéon en la sefalizacidon muscular, sugieren que ANKK1 también
podria fosforilar proteinas en estos procesos. Para comenzar este estudio, se
realizé el ensayo quinasa de ANKK1 en bacterias.

4.4.2.1. ANKK1 no presenta actividad quinasa al sobreexpresarla en
bacterias E. coli

Para este estudio se generaron 4 constructos en el vector pET-21-a, que afiade en
pauta en el extremo Ct de las proteinas clonadas una cola de histidinas. Se
incluyeron las variantes polimorficas de la isoforma ANKK1-k (pET-21-a-ANKK1-
Aly pET-21-a-ANKK1-A2), la isoforma cataliticamente inactiva (pET-21-a-ANKK1-
K51R) y la isoforma ANKK1-fl (pET-21-a-ANKK1-H2), respectivamente. Los
constructos se sobreexpresaron en bacterias BLB21 co-transfectadas con un
plasmido productor de las chaperonas GroES/GroEL, para facilitar el correcto
plegamiento de ANKK1. Se utiliz6 el constructo pET-21-a-ANKK1-Al para la
puesta a punto de las condiciones de induccion. Los niveles de proteina se
analizaron mediante tincién con azul de Coomassie y Western Blot con anti-His
(Fig. 48).

Los resultados revelaron que la induccién con IPTG 3 horas a 37°C producia
elevados niveles de proteina Al, sin embargo la mayor parte quedaba retenida en
forma insoluble (pellet) (Fig. 48). La induccién con IPTG 24 horas a 12°C producia
unos niveles de proteina comparables a la condicidn anterior sin apenas quedar
retenida en los cuerpos de inclusién, por lo que se estableci6 como condicion
Optima para la sobreexpresion.
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Figura 48. La induccidn con IPTG 24 horas a 12°C producia unos niveles adecuados de proteina
ANKK1-Al en forma soluble. Las bacterias se transformaron con el constructo pET-21-a-ANKK1-Al y
se obtuvieron los extractos proteicos antes (M1) y tras la induccién con IPTG (M2), la fraccion de
proteina soluble [228] y los cuerpos de inclusion (pellet) a diferentes temperaturas (37 — 12 °C) y
tiempos (3 — 24 horas). Los extractos se separaron en un gel de acrilamida que se tifié con azul de
Coomassie para la visualizacion y posterior escaneo de las bandas de proteinas. Paralelamente, se
realiz6 un Western Blot que fue revelado con el anticuerpo anti-His.

Se comprobd que las condiciones de induccién eran vélidas para el resto de
constructos generados (Fig. 49). En todos los casos, las proteinas
sobreexpresadas se mantenian en la fraccion soluble y estaban ausentes de la
fraccion insoluble.

M1 M2 SN Pellet M1 M2 SN Pellet
M1. Pre-induccion.
M2. Post-Induccién IPTG.

SN. Sobrenadante
(Proteina soluble)

Pellet: Cuerpos de inclusién
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<— H2

KSR —>
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Figura 49. La condicién 6ptima de induccidon de ANKK1-Al era también adecuada para el resto
de isoformas. Las bacterias se transformaron con los constructos pET-21-a-ANKK1-A2, pET-21-a-
ANKK1-K51R y pET-21-a-ANKK1-H2 y se obtuvieron los extractos proteicos antes (M1) y tras la
induccion con IPTG a 12 °C durante 24 horas (M2), la fraccion soluble [228] y los cuerpos de inclusion
(pellet). Los extractos se separaron en un gel de acrilamida que se tifié con azul de Coomassie para la
visualizacion y posterior escaneo de las bandas de proteinas.

Para purificar la proteina sobreexpresada, los sobrenadantes con las fracciones de
proteina soluble se transfirieron a la resina Talon Metal Affinity. Una vez retenidas
en la resina, se estableci6 la concentracion optima de imidazol (50 mM) para la
elucion de las proteinas ANKK1-Al y ANKK1-H2, respectivamente (Fig. 50). Se
observé que, ademas de ANKK1, quedaban otras proteinas retenidas en la resina
de manera inespecifica (correspondientes al peso molecular de las chaperonas
GroES/GroEL con las que se co-transformaron las bacterias).

50 mM 100 mM
imidazol imidazol

M1 M2 SN Pellet Resina 1 2 3 1 9 3

M1. Pre-induccion.
M2. Post-Induccion IPTG.

SN. Sobrenadante
{Proteina soluble)

Pellet: Cuerpos de inclusion

1, 2. 3: Fracciones sucesivas
de elucion con imidazol.

50 mi 100 mit
imidazol imidazol

M2 SN Pellet Resina 1 2 3 1 2 3

T “'-«v

Figura 50. La adicién de 50 mM de imidazol era suficiente para lograr la elucién de las isoformas
de ANKK1 retenidas en la resina. Las proteinas ANKK1-Al y ANKK1-H2 se purificaron con la resina
Talon Metal Affinity, se eluyeron utilizando concentraciones crecientes de imidazol y se visualizaron
mediante un gel Coomassie (Al) o mediante Western Blot (H1). Se asume que las condiciones de
elucién de ANKK1-Al son extrapolables a ANKK1-A2 y ANKK1-K51R.

Una vez optimizadas las condiciones de sobreexpresion, purificacion y elucion de
todas las isoformas, se realizd el ensayo de actividad quinasa y se analizo
mediante tincion Coomassie (Fig. 51A) y autorradiografia (Fig. 51B). Se realiz6 el
ensayo para las proteinas Al, A2, K51R y H2 en presencia del sustrato Histona
H3; Al y H2 sin sustrato; y los correspondientes controles negativos (-) y positivos
(AMPK) de autofosforilacion y fosforilacion de sustrato.

145



Resultados

En este ensayo no se detectd actividad quinasa de ANKK1 para ninguno de los
constructos (Fig. 51).

A
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Figura 51. Las isoformas de ANKK1l no mostraron actividad quinasa en ninguna de las
condiciones analizadas en bacteria. (A) Las proteinas Al, A2, K51R y H2 eluidas se mezclaron con
el coctel de reaccion quinasa, se hirvieron con tampén de carga y se separaron en un gel de
acrilamida. Tras la tincion con azul de Coomassie, el gel se escaned y (B) se deshidraté para la
posterior autorradiografia. ACC: acetil Coenzima A carboxilasa.

Dado que el sistema bacteriano no dispone de la maquinaria de modificaciones
post-traduccionales del mamifero, se trasladé este estudio a células HEK293T,
para descartar la posibilidad de que las modificaciones post-traduccionales sean
cruciales para la actividad quinasa de ANKK1.

4.4.2.2. ANKK1 no presenta actividad quinasa al sobreexpresarla en células
HEK293T

Para el estudio de la actividad quinasa de ANKK1 en células HEK293T se
utilizaron los plasmidos previamente generados pEGFP-N1-ANKK1-Al, pEGFP-
N1-ANKK1-A2 y pEGFP-N1-ANKK1-K51R. Se optimizaron las condiciones de
sobreexpresion en las células HEK293T y posterior purificacion de las diferentes
isoformas utilizando la resina GFP-Trap beads (Chromotek) y se comprobé que se
obtenian niveles adecuados de proteina mediante Western Blot (Fig. 52).
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Figura 52. Las diferentes variantes de ANKK1 se sobreexpresaron adecuadamente en las células
HEK293T. Se realiz6 un Western Blot de los extractos proteicos y de la co-inmunoprecipitacion con
GFP-Trap beads a partir de células HEK293T tras la sobreexpresiéon con los plasmidos pEGFP-N1,
PpEGFP-N1-ANKK1-Al, pEGFP-N1-ANKK1-A2 y pEGFP-N1-ANKK1-K51R y se reveld6 con el
anticuerpo anti-GFP.

A continuacion se realiz6 el ensayo quinasa de las proteinas GFP, Al, A2 y K51R
en presencia y en ausencia de sustrato, en el primer caso utilizando como sustrato
la proteina basica de mielina (MBP) y los respectivos controles negativos (-) y
positivos (AMPK) (Fig. 53). Los resultados mostraban la fosforilacion del sustrato
MBP en todas las condiciones, incluida la fraccion de células transfectadas con el
control negativo GFP, lo que apuntaba al posible arrastre de otras proteinas en la
resina que estaria fosforilando de manera inespecifica al sustrato. Tampoco se
observé autofosforilacion de proteinas en las fracciones sin sustrato.

A GFP AT AZ KBIR AT AZ KOIR - AMPK

MBP —>

Figura 53. La sobreexpresion de las variantes de ANKK1 en células HEK293T no producia una
fosforilacion especifica del sustrato MBP. Las proteinas Al, A2 y K51R purificadas se mezclaron
con el céctel de reaccién quinasa, se hirvieron con tampén de carga y se separaron en un gel de
acrilamida. El gel se deshidraté para la posterior autorradiografia.

En el momento de realizaciébn de estos ensayos, la casa comercial Abcam
comercializé la isoforma completa ANKK1 recombinante producida en células de
insecto Sf9 infectadas con baculovirus, donde afirmaban demostrar la actividad
quinasa de ANKK1 determinada mediante un contador de centelleo. Esta proteina
recombinante estaba fusionada a la Glutation S-transferasa en su extremo Nt, por
lo que se planted la posibilidad de que el extremo en el que se fusionaba el
epitopo a ANKK1 podia afectar a la estabilidad y funcionalidad de ANKK1. Por
este motivo, se realizé el clonaje de la isoforma completa de ANKK1-H1 en fusion
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con GFP tanto en su extremo Ct (pbEGFP-N1-ANKK1-H1) como en Nt (bEGFP-C1-
ANKK1-H1), en adelante GFP-H1 y H1-GFP, respectivamente. Los constructos se
sobreexpresaron en células HEK293T y se estudio la localizacién subcelular de
estas proteinas de fusion por fluorescencia (Fig. 54).

Los resultados mostraron que tanto el patron como los niveles de expresion de la
isoforma H1 varian notablemente en funcion del extremo de la proteina en el que
se localiza el epitopo (Fig. 54). Cuando el epitopo se localiza en Ct (H1-GFP), el
nivel de expresion de la proteina es muy elevado, y la localizacion de la proteina
es tanto nuclear como citoplasmatica. Si el epitopo se localiza en Nt (GFP-H1), la
expresion es muy leve y su localizacion es citoplasmética, encontrandose
acumulos o agregados celulares donde la proteina queda retenida.

DAPI GFP superposicion

DAPI H1-GFP superposicion

DAPI GFP-H1 superposicion

Figura 54. El extremo de la proteina ANKK1 al que se afiade el epitopo afecta a su patrén y nivel
de expresion celular. Se realizé un andlisis mediante inmunofluorescencia de células HEK293T
transfectadas con los plasmidos que codifican GFP, H1-GFP y GFP-H1, respectivamente. Las
imagenes corresponden a proyecciones Z de 5 capas de 1 ym de grosor cada uno. Se muestra el
marcaje de GFP en verde y la superposicion. Escala: 25 pym.

Continuamos, entonces, con el estudio de la actividad quinasa incluyendo estas
dos isoformas, asi como con la proteina ANKK1 recombinante comercial (Fig. 55).

La tincion Coomassie reveld que la isoforma H1-GFP quedaba mas retenida en la
resina que GFP-H1, lo que se correlacionaba con su mayor nivel de expresion
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observado en células. No obstante, en el ensayo quinasa in vitro no se
encontraron diferencias en la fosforilacion del sustrato MBP, encontrando incluso
fosforilacién del mismo en el control negativo transfectado con la proteina GFP
(Fig. 55). Estos resultados sugieren que se puede estar produciendo un arrastre
inespecifico de proteinas en la resina, que estan fosforilando de manera
inespecifica al sustrato. Por tanto, en las condiciones estudiadas, esta técnica no
es apropiada para determinar la putativa actividad quinasa de ANKK1.

Por otra parte, la proteina ANKK1 recombinante comercial (GST-H1) mostré unos
niveles de fosforilacién de sustrato y de autofosforilacion muy leves como para
poder considerar que se trata de una verdadera quinasa (Fig. 55).

GFP GFP-H1 H1-GFP GST-H1 GFP GFP-H1 H1-GFP GST-H1

ANKK1 S —— —
completa ——

Figura 55. ANKK1 con epitopos tanto en Nt como en Ct no mostré actividad quinasa tras su
sobreexpresion en células HEK293T. Las proteinas purificadas se mezclaron con el céctel de
reacciéon quinasa, se hirvieron con tamp6n de carga y se separaron en un gel de acrilamida. Tras la
tincién con azul de Coomassie, el gel se escaned y se deshidraté para la posterior autorradiografia.
GST: Glutation S-transferasa.
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5. DISCUSION

Este estudio ha mostrado por primera vez que la expresion de ANKK1 no se limita
a precursores y células neurales postmitéticas, sino que también se extiende al
linaje miogénico. Hasta ahora se ha evidenciado el interés neuropsiquiatrico de
ANKK?1 y su relacién con el neurodesarrollo; en este trabajo se ha caracterizado la
expresion de la proteina ANKK1 en el misculo esquelético, apuntando a su
implicacion en la miogénesis.

5.1. ANKK1 SE LOCALIZA EN PRECURSORES MIOGENICOS

En estudios anteriores en embrion murino se mostré que ANKK1 se localiza en el
citoplasma de las células de la glia radial [19], que son las encargadas de guiar a
las neuronas en migracion durante el desarrollo del sistema nervioso central [78].
En este trabajo hemos encontrado que ANKK1 también se expresa en el embrién
murino en desarrollo en una subpoblacién de mioblastos y miotdbulos. La
expresion de ANKK1 en la glia radial y precursores miogénicos al final de la
miogénesis primaria y secundaria sugiere que esta proteina participa en
mecanismos moleculares comunes durante el proceso de migracion en ambos
linajes celulares. Otras proteinas RIP también se han asociado con procesos de
migracién, como LRRK1, que ejerce un papel clave en la migracion de células
epiteliales [229]. En este contexto, cabe destacar la relevancia del proceso de
migracién durante el desarrollo del musculo esquelético: en primer lugar, la
correcta localizacién de las células en los somitas es fundamental para que
puedan alcanzar su potencial miogénico [230]; durante la maduracion somitica, las
células progenitoras musculares deben migrar desde el dermomiotomo de la
region dorsal de los somitas tanto al miotomo como a masas musculares mas
distales [93]; ademas, los mioblastos migran y se fusionan a lo largo de la
miogénesis primaria y secundaria para producir musculos especificos [99]. Dado
gue la migracién celular es un proceso critico para el adecuado desarrollo
embrionario y funcionamiento de un organismo adulto, la localizacion de ANKK1
en la glia radial y en las fibras musculares embrionarias derivadas de precursores
migratorios, apunta su posible participacién en procesos morfogenéticos en estos
linajes. Se requieren estudios en estadios mas tempranos del desarrollo
embrionario para confirmar la participacion de ANKK1 en la migracién celular.

ANKK1 ha mostrado una distribucién citoplasmatica en miotlibulos derivados de
cultivos celulares y también en los embrionarios, aunque se observaron diferencias
en cuanto al patron de expresion. Mientras que ANKK1 se distribuye por todo el
citoplasma de los miotibulos en cultivo, en los miotlbulos embrionarios muestra
una polarizacién apical (Fig. 18A). De hecho, ANKK1 no se expresa en todos los
miotdbulos embrionarios, sino que se expresa en aquellos que muestran
morfologias méas alargadas y con protrusiones caracteristicas de la migracion.
Ademas, las edades embrionarias estudiadas en este trabajo coinciden
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temporalmente con el inicio de la miogénesis secundaria en ratén [100,231], en la
que los mioblastos fetales secundarios crecen sobre las fibras primarias ya
formadas [232,233,234]. La presencia de ANKK1 en células con morfologia
migratoria en estos estadios embrionarios sugiere su localizacién en mioblastos
embrionarios primarios y fetales secundarios.

La morfologia polarizada y la formacion de protrusiones en los grupos de
miotUbulos son caracteristicas de las células que se localizan en el frente de
avance durante la migraciéon [235,236]. La polarizacion es el primer paso del
proceso de migracion [96], esta evolutivamente conservada y consiste en un eje
activo que extiende protrusiones dinamicas hacia el frente celular y un eje de
arrastre que se retrae a medida que la célula avanza [235,236,237]. Existen
diferentes moléculas que son reguladoras clave de la polarizacion, tales como
Cdc42 y Rac, cuya activaciéon es necesaria para iniciar la formacion y desarrollo de
estas protrusiones celulares respectivamente, y el complejo mPar6/PKC que es
esencial para la correcta orientacion de la protrusion y del centro organizador de
microtubulos [236,238,239]. En neuronas, se ha descrito que proteinas como APC,
mPar3 y mPar6 se expresan de manera polarizada para permitir la correcta
formacion del axén [240,241]. Si bien es cierto que se desconoce cual es la
contribucion de ANKK1 al proceso de polarizacion, es llamativa su localizacion
tanto en el frente de avance de grupos de miotlbulos que han migrado
colectivamente (Fig. 18A-D) como en células que migran de manera individual
(Fig. 18E). Estos hallazgos sugieren que ANKK1 podria participar en la
polarizacion de las células migratorias durante el desarrollo.

Ademads, se observaron ciertas particularidades morfolégicas al comparar
mioblastos ANKK1+ de los primordios musculares localizados en la region caudal
gue daradn lugar a musculos del tronco y extremidades, frente a aquellos
procedentes de los primordios musculares en la regién occipital que formaran la
musculatura de la lengua, cuyo origen mesodérmico es también somitico
[242,243]. Los mioblastos de la lengua muestran un patron multidireccional,
mientras que los del tronco se alinean en paralelo unos con otro tal y como se ha
descrito previamente [243], sin bien es cierto que en ambos casos los mioblastos
ANKK1+ muestran un patrén polarizado de la proteina en mioblastos alineados.
Los mioblastos ANKK1+ de la lengua muestran una morfologia mas elongada que
aquellos ANKK1+ del tronco, lo que probablemente se explica porque la
maduracion de las estructuras celulares de la cabeza tiene lugar antes que el
tronco [244]. En resumen, nuestros resultados sugieren que ANKK1 podria tener
un papel en el desarrollo muscular embrionario de diferentes musculos originados
a partir de somitas distribuidos a lo largo del neuraxis desde las regiones mas
caudales hasta las regiones mas occipitales.

Por otra parte, estudios previos de nuestro grupo de las isoformas de ANKK1
durante el desarrollo de cerebro murino han revelado que la isoforma ANKK1-k se
expresa mayoritariamente en los estadios proliferativos durante la neurogénesis,
mientras que se observa un patrén reverso con una mayor prevalencia de la
isoforma ANKK1-fl en estadios posteriores de maduracién neuronal [245]. Similar a
esto, en estudios previos se ha mostrado que la expresién de ANKK1 esta
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disminuida durante la diferenciacion neuronal en un modelo de neuroblastoma
[19], lo que sugiere una regulacion temporal coordinada de ANKK1 durante el
desarrollo. Nuestros resultados han desvelado un patrén de expresion equivalente
en las lineas celulares miogénicas murina y humana (C2C12 y RD). En
proliferacion, la isoforma ANKK1-k se encuentra en el nicleo de los mioblastos,
mientras que disminuye a lo largo de la diferenciacion hacia miotibulos, en los que
se encuentra una mayor prevalencia de la isoforma completa en el citoplasma. De
acuerdo con esto, en el embrién se detectaron algunos ndcleos ANKK1+ (Fig.
18B) que se podrian corresponder con las futuras SCs, precursores miogénicos
cuya aparicion ocurre al final del desarrollo embrionario [101]; del mismo modo, se
observo la ausencia de ANKK1 en el nucleo de fibras musculares adultas tanto in
vivo (Fig. 35) como en los cultivos de fibras FDB in vitro (Fig. 33). En resumen,
ANKK1 muestra una dinamica de expresion de isoformas especifica de fase
durante el desarrollo del musculo esquelético que es muy similar a la observaba
en tejido nervioso, en el que la disminucién de la isoforma quinasa ocurre en la
transicion de estadios mas proliferativos hacia mas diferenciados.

Asimismo, cabe mencionar que la dinamica de expresion de isoformas de ANKK1
durante diferenciacion es equivalente en mioblastos murinos y humanos, lo que no
es sorprendente puesto que el dominio quinasa tiene 83.4% de homologia de
secuencia y la isoforma completa 82.5% [19]. El hecho de que la linea C2C12
diferencia mas eficientemente in vitro que RD explica el efecto mas dramatico en
la disminucion de ANKK1l observado en la primera. De hecho, los
rabdomiosarcomas estan asociados con traslocaciones y deleciones
cromosomicas que modulan procesos de proliferacion, diferenciacidén y apoptosis,
lo que explica su menor potencial de diferenciacién y se correlaciona con la
disminuciéon menos pronunciada de ANKK1 nuclear en las células RD.

Por otra parte, entre las funciones de las proteinas RIP, familia a la que ANKK1
pertenece, se encuentra la regulacién de la proliferacién y la diferenciacion en un
amplio rango de tipos celulares, siendo de particular interés que los cuatro
miembros RIP (RIP1, RIP2, RIP3, RIP4) se expresan en musculo y su expresién
esta regulada durante la diferenciacion miogénica [56,57]. Se ha descrito el papel
de RIP2 en miogénesis, cuya regulacion a la baja es un prerrequisito para la
correcta diferenciacion de mioblastos [57]. De hecho, la expresion de RIP2 se
correlaciona con el potencial de diferenciacion de mioblastos normales y células
RD, y su inhibicién incrementa su potencial regenerativo [57]. Otras proteinas RIP
también se han asociado con procesos de proliferacién y diferenciacion en otros
tejidos. En concreto, RIP4 que es la mas homéloga a ANKK1, es un componente
esencial en la ruta de diferenciacién de queratinocitos y afecta a la morfogénesis
de la piel [67,246] y RIP7 es fundamental para la diferenciacion y supervivencia de
neuronas dopaminérgicas, muy probablemente preservando o reactivando el ciclo
celular [247]. Todos estos antecedentes en distintas proteinas RIP apoyan la
implicacion de ANKKL1 en la diferenciacién de muasculo esquelético propuesta en
este trabajo.

Nuestro grupo previamente demostré que, durante el ciclo celular, ANKK1
participa en las fases G1 y M en diferentes lineas celulares asi como en la fase M
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tanto en la neurogénesis como en progenitores neurales con capacidad de
autorrenovacion en cerebro anterior murino [245]. Por lo tanto, es posible que la
expresion de ANKKL1 en el nucleo de mioblastos en proliferacion tenga un impacto
en el ciclo celular y su salida durante la diferenciacion muscular. Se conocen
muchos otros factores de transcripcién que regulan el proceso miogénico y tienen
un patrén de disminucién nuclear equivalente al observado en ANKK1 nuclear. Tal
es el caso de Six1/4 y Pax3/7 que regulan la especificacion temprana del linaje
miogénico, y Myf5/MyoD que estan involucrados en el compromiso al programa
miogénico [248,249,250]. Es mas, en células C2C12 en estadios iniciales de
diferenciacion se observd una relacion reversa entre ANKK1 y MYOD,
observandose una coordinacién secuencial temporal entre la salida del ciclo
celular y la diferenciacion. Esta relacion reversa era también evidente tras 24
horas de tratamiento con LMB, que retenia significativamente ANKK1 en el ndcleo
mientras que no mostraba un efecto sobre MYOD hasta pasadas 48 horas. En
este trabajo proponemos que el transporte nucleo-citoplasmatico de ANKK1 se
lleva a cabo por exportinas y se produce antes del incremento de MYOD en la
progresién del linaje miogénico. MYOD tiene una elevada capacidad de
traslocacion nucleo-citoplasmatica debido a la presencia de NLS y NES,
secuencias que no solo regulan el compartimento celular en el que se ubica, sino
los mecanismos por los que se degrada [251]. Aunque todavia queda por elucidar
el efecto de las NLS y NES sobre la dindmica nucleo-citoplasmética de ANKK1,
nuestro estudio apunta a que ANKK1 utiliza su Unica NES para salir del ndcleo,
sugiriendo que su disminucién durante diferenciacion se debe a un incremento de
su exportacion. Todos estos hallazgos apuntan a la conexion entre la expresion de
ANKKZ1 y el estado de activacion de las células musculares.

Los estudios de diferenciacion mostraron ademas una banda de entre 115-118
kDa reconocida por el anticuerpo STk2, que mediante ensayos in vitro observamos
gue se trataba de una glicosilacion. En anteriores trabajos ya se detectaron
isoformas alternativas de ANKK1 que apuntaban a la presencia de modificaciones
post-traduccionales en la proteina [19,81]. Ademas, se ha descrito que las
proteinas RIP sufren diferentes modificaciones post-traduccionales que regulan su
funcion: RIP1 necesita de la ubiquitinacién para la activacion de IKK via TNF-a
[252]; RIP1 y RIP3 sufren auto- y trans-fosforilacion reciproca necesaria para la
activacion de la necroptosis [31]; RIP2 requiere de la ubiquitinacion, auto-
fosforilacién y fosforilacion mediada para la activacion efectiva de la sefializacion
NOD [253,254,255]; RIP3 y RIP4 también sufren ubiquitinaciéon que conduce a la
activacion de NFkB [256]. Si bien es cierto que hasta ahora no se ha descrito que
se produzca la modificacién post-traduccional de glicosilacion en la familia RIP, en
este trabajo se determind tanto in silico como in vitro que esta modificacion se
produce al menos en la isoforma candnica de la proteina. Se ha reportado que
NCAM1, perteneciente al clister génico donde localiza ANKK1, sufre también este
tipo de modificacion post-traduccional [216], ademas de la unién de una cadena de
acido polisidlico que regula la actividad de la propia proteina sin modificar [83].
Existe ademas una multitud de proteinas cuya glicosilacion regula su funcion en el
musculo diferenciado, como es el caso de la proteina distroglicano, en la que las
moléculas de carbohidratos se concentran en un dominio rico en Ser/Thr [257],
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cuya presencia es fundamental para la unién de ligandos de la matriz extracelular
[219]; glipicano 1, cuyas cadenas N-glicosiladas juegan un papel importante en la
proliferacién y diferenciacion de SCs [258] o sindecano-3, glicoproteina que, de
manera similar a ANKK1, esta regulada a la baja durante la diferenciacién de
musculo esquelético [259] y su defecto en SCs desencadena un ciclo celular
aberrante [260]. En este sentido, ANKK1 podria ser glicosilada a nivel post-
traduccional y, del mismo modo que ocurre con otras proteinas, la adicion de este
nuevo grupo podria afectar a su funcion y/o localizacion celular.

5.2. ANKK1 EN EL MUSCULO ADULTO Y SU RELACION CON EL
METABOLISMO

El estudio de ANKK1 en el musculo adulto reveld que esta proteina localiza en el
subtipo de fibras de contraccién rapida y en diversos compartimentos
subcelulares. Las fibras rapidas obtienen energia del glucogeno almacenado y la
fosfocreatina, en muchas ocasiones basandose en el metabolismo glicolitico
[261,262], aunque también se encuentran subtipos con metabolismo oxidativo y
mixto. En las fibras musculares murinas, existe una elevada proporcion de genes
diferencialmente expresados que se relacionan fundamentalmente con la
magquinaria contractil y la glicélisis [263] y ANKK1 podria estar entre ellos.
Ademas, en C2C12 hemos demostrado que la induccién del metabolismo
glicolitico por niveles altos de glucosa en el medio o bien, el crecimiento en
condiciones hipoxicas, causa un aumento de expresion de ANKK1 que podria
explicar su localizacién en las fibras rapidas. En el caso del tratamiento con
Berberina, la disminucién observada en ANKK1 nuclear podria explicarse porgue
este compuesto activa la diferenciacion de mioblastos a través de MyoD y p38
MAPK [264], mientras que en este trabajo hemos observado una relacion reversa
entre la expresion de MYOD y ANKK1, durante la diferenciacion y tras la
activacion de la via glicolitica en hipoxia. Por tanto, el incremento de la expresién
de ANKK1l tras la induccion de la via glicolitica mediada por diferentes
mecanismos junto con su localizacion en fibras de contraccién rapida sugiere una
relacion entre ANKK1 y el metabolismo celular.

En cuanto a la localizacion subcelular de ANKK1, las fibras musculares FDB
adultas in vitro mostraron un patrén de expresién caracteristico tanto longitudinal
como transversal a la fibra muscular (Fig. 33). Este patron de expresién bandeado
también se observo en los miotibulos embrionarios mas diferenciados (Fig. 18C),
y es tipico de los costameros, que son agrupaciones de proteinas de la matriz
extracelular que tienen papeles clave en el mantenimiento de la estructura
muscular y la contraccion [265]. También encontramos que ANKK1 subyace a a-
sarcoglicano en la fibra muscular, es decir, se localiza a nivel subsarcolémico (Fig.
34), hecho que no es sorprendente teniendo en cuenta que se han descrito en
tejido nervioso isoformas de ANKK1 asociadas a membrana [19], al igual que
ocurre con otros miembros de la familia RIP [37].

En este trabajo también encontramos expresion de ANKK1 en las SCs, que son
los precursores miogénicos adultos [34,35]. La comparacion del patréon de
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expresion de isoformas ANKK1 (ANKK1-k nuclear frente a ANKK1-l
citoplasmatica) entre SCs quiescentes / autorrenovables y ya comprometidas
muestra sorprendentes similitudes con los precursores de células neurales [36]
durante el desarrollo, ya que la isoforma quinasa desaparece del nucleo tras la
activacion de la SC mientras que la isoforma citoplasmatica se mantiene. Ademas
la expresion de ANKK1-k en SCs y mioblastos se ha vinculado con un estado mas
indiferenciado de las mismas. Entre las diferentes rutas de sefial que regulan el
mantenimiento del estado quiescente, cabe mencionar la via NFkB. En las SCs, el
promotor de Notchl es hipermetilado bajo el control de TNFa y NFkB, reduciendo
asi la autorrenovacion y proliferacion de las SCs [266]. En mioblastos, la inhibicion
de la activaciéon de esta ruta es un prerrequisito para la diferenciacion miogénica
[267]. Como ya se ha mencionado anteriormente, se ha sugerido la participacion
de las proteinas RIP en la diferenciacién muscular y ademas, las RIP activan la via
NFkB [25]. En el caso de ANKK1 este trabajo demuestra que también es una RIP
implicada en diferenciacién muscular y el analisis in silico de su promotor ha
revelado la presencia de, al menos, tres elementos cis de uniéon a NFkB [226]. Por
tanto, se podria especular que ANKK1-k, localizada en el ndcleo de las SCs
quiescentes podria activar esta via favoreciendo asi la autorrenovacion de las SCs
mientras que su ausencia en el ndcleo favoreceria la progresion miogénica.

En cuanto a los aspectos metabolicos, hemos observado que la isoforma ANKK1-fl
esta preferentemente presente en poblaciones celulares que dependen de la via
glicolitica para la obtencién de energia: por una parte, ANKK1-fl se expresa en los
mioblastos y miotlbulos fetales en el periodo embrionario, momento en el cual se
dan unas condiciones hipéxicas que aseguran la correcta formacion de los los
precursores musculares [268,269,270,271]. Por otra parte, a diferencia de ANKK1-
k, la expresion de ANKK1-fl se mantiene a lo largo la transicion de la SC
quiescente a la SC activada, momento en el que se da un ambiente hipéxico [268]
gue desencadena una reprogramacion metabdlica desde la fosforilacion oxidativa
hacia la glicélisis [149]. Todo esto concuerda con la expresion de ANKK1-fl en
fibras de contraccién rapida con un metabolismo preferentemente glicolitico y su
ausencia en fibras lentas puramente oxidativas.

Por lo tanto, es tentador considerar que el patrén de expresién de ANKK1 en SCs
podria estar relacionado con cambios metabdlicos y/o entrada o salida de estas
células en el ciclo celular.

5.3. LA EXPRESION DE ANKK1 SE VE AFECTADA EN PROGENITORES
MUSCULARES Y POBLACIONES REGENERATIVAS EN PACIENTES CON
DISTROFIAS MUSCULARES

Existen mdltiples similitudes entre la miogénesis embrionaria y la regeneracion
mediada por SCs en musculo adulto, estableciendo una conexién entre los
progenitores de origen somitico y las SCs adultas [101,272,273,274]. El hallazgo
de que ANKK1 también se expresa en las SCs de musculo sano y, en mioblastos,
SCs y fibras musculares regenerativas de pacientes con distrofias musculares
sugiere que esta proteina participa en la reparacion y regeneracién muscular.
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Por una parte, se encontré6 que hay una menor proporcion de mioblastos de
pacientes con distrofias musculares que expresan ANKK1 nuclear in vitro,
coincidiendo con el aumento de las células PAX7+ que es un marcador de
quiescencia, estando el incremento de las SCs en pacientes DMD previamente
reportado [198]. Recientemente se ha descrito que en pacientes con distrofias
musculares se produce un incremento en la subpoblacion de las SCs no
comprometidas a regeneracion muscular [199], posiblemente desencadenando un
defecto mitético que produce un arresto del ciclo celular, tal y como sucede en
modelo murino [275]. Futuros estudios en esta direccion permitiran definir si la
reduccién del nimero de mioblastos ANKK1+ provenientes de pacientes con
distrofias musculares guarda relacion con una posible afectaciéon de su ciclo
celular, teniendo en cuenta la relacion ya descrita de ANKK1 con el ciclo celular
[81].

Ademas, nuestros resultados in vivo han mostrado, tras la inmunotincion con a-
ANKK1, un incremento en el nimero de las SCs en musculos distréficos con
patologias de distinta etiologia, siendo conocido el aumento de las SCs en otras
patologias ademas de DMD, tales como LGMD2A [276]. En estos pacientes
también se encontr6 una elevada proporcion de fibras regenerativas que
expresaba ANKK1.

Desde un punto de vista genético, la localizacién de los genes ANKK1 y NCAM1
en el cluster genédmico NTAD también apoya la funcion de este locus en la
miogénesis. NCAM1 no sélo se han asociado con neurogénesis, sino que también
se ha identificado su localizacibn en mioblastos embrionarios [90], SCs adultas
[277] y fibras regenerativas en diferentes patologias neuromusculares [91,92]. Por
lo tanto, nuestro estudio de ANKK1 y los hallazgos previamente reportados de
NCAM1 en miogénesis embrionaria y adulta extienden el impacto del clister NTAD
mas alla del desarrollo del cerebro, al del linaje miogénico. Este conocimiento junto
con la expresién de ANKK1 en las SCs y fibras regenerativas en musculo de
pacientes con distrofias musculares sugiere la implicacidén de esta proteina en los
mecanismos de mantenimiento y regeneracién muscular, pudiendo ser ANKK1
una posible diana de accion farmacoldgica para estas patologias.

5.4. ANKK1 Y SU PARTICIPACION EN PROCESOS CELULARES

En este trabajo hemos demostrado que la diferenciacion miogénica produce una
disminucion de ANKK1-k nuclear y, por otra parte, el metabolismo glicolitico
incrementa la expresion de la proteina. Ambos fendémenos podrian estar
estrechamente relacionados, ya que la transicion del proceso de proliferacion a
diferenciacion supone un cambio en el metabolismo celular hacia la fosforilacion
oxidativa, y al mismo tiempo conlleva la salida de las células del ciclo celular.

Ya se ha reportado la relacion de ANKK1 con el ciclo en progenitores neurales
[81]. Nuestro estudio por citometria de flujo del impacto de la sobreexpresion de
variantes genéticas de ANKK1-k en células HelLa sincronizadas ha encontrado
una serie de tendencias especificas de isoforma de ANKK1 sobreexpresada y la
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progresion del ciclo celular. En general, a lo largo del ciclo celular se ha observado
una mayor proporcion de células en fase GO/G1 en las poblaciones transfectadas
con cualquiera de las isoformas de ANKK1. La sobreexpresion de Al, y en menor
medida de A2 promueve una mayor velocidad de progresion del ciclo celular en
estadios iniciales, mientras que las células transfectadas con la isoforma K51R
sufren un retraso en la progresion, determinado por la menor proporcion de células
en S y la mayor proporcion en fase G2/M. Estos resultados apoyan resultados
previos que sugieren diferencias funcionales entre las variantes polimorficas de
ANKK1 y la mutante cataliticamente inactiva [81]. Nuestro grupo ya describio que
la sobreexpresion de las variantes genéticas de ANKK1-k en células HEK293T
presenta diferencias en cuanto a niveles de expresion y respuesta a la
estimulacion dopaminérgica [79]. Las diferencias en la velocidad de progresion del
ciclo celular entre A1 y A2 observadas en este trabajo podrian por tanto
relacionarse con diferencias asociadas a caracteristicas especificas de cada
variante, como por ejemplo que la isoforma Al podria tener un sitio adicional de
fosforilacion como se predice de los estudios in silico [19]. En estadios mas
avanzados del ciclo, la proporcion de células en fase G2/M no sélo se iguala sino
gue es menor en las poblaciones que sobreexpresan las variantes de ANKK1-k, lo
que correlaciona con el hallazgo previo de que los niveles de ANKK1-k
incrementan hacia G2/M en células sincronizadas [81].

El retraso en la progresion del ciclo celular en las células transfectadas con K51R
sugeria que la actividad quinasa de la proteina podria ser necesaria para que el
ciclo celular avance con normalidad. Sin embargo, en este estudio no hemos
encontrado la actividad quinasa de la proteina ANKK1 ni sus isoformas y variantes
genéticas en diferentes condiciones y tipos celulares estudiados. Ademas, el
hecho de que la proteina recombinante mostrara unos niveles de autofosforilacion
y fosforilacién de sustrato tan bajos sugiere que la actividad quinasa de esta
proteina, o bien es leve, o bien tiene lugar en un contexto celular especifico. Se
conocen muchas proteinas quinasa que actlan en momentos concretos del ciclo
celular [278]. Tal es el caso de CDK2, que forma complejos con ciclinas E en fase
G1 tardia y con ciclina A2 en fase S, fosforilando proteinas diana y permitiendo la
progresion del ciclo celular [279]; las quinasas aurora fosforilan a PLK1 en fase S
[280], y esta a su vez activa CDK1 en G2 [281]; la actividad quinasa de CDK1 se
requiere para eventos mitéticos [282], mientras que la reduccién de su actividad
permite completar la mitosis y citoquinesis. ANKK1-k incrementa a medida que
avanza hacia fase M mientras que la isoforma canonica presenta una menor
expresion basal en G1/S que disminuye hacia mitosis, o que sugiere que las
diferentes isoformas de ANKK1 podrian ejercer distintos papeles en el contexto de
la progresion del ciclo celular. El rol concreto de ANKK1 en la regulacién del ciclo
celular y su posible actividad quinasa en un determinado momento del ciclo celular
todavia esta por determinar.

160



Discusién

En resumen, en la presente Tesis Doctoral se presenta la primera evidencia de la
expresion de ANKK1 en el linaje miogénico durante el desarrollo y en la edad
adulta. El patron de expresion caracteristico de ANKK1 durante la diferenciacion
miogénica y la regeneracion podrian convertir a esta proteina en un marcador de
utilidad del estado de la fibra muscular, abriendo nuevas posibilidades que
permitan comprender mejor los trastornos neuromusculares en los que la
reparacion muscular esta afectada.
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6. CONCLUSIONES

1. ANKK1 es una proteina que participa en la biologia muscular. Se localiza en
precursores miogénicos durante el desarrollo embrionario murino y en las células
satélite del masculo adulto.

2. ANKK1 muestra una dinamica de expresion de isoformas especifica de fase
durante la progresién miogénica: las isoformas ANKK1-k y ANKK1-fl se expresan
en mioblastos y SCs quiescentes, mientras que s6lo ANKK1-fl esta presente en
miotubulos y SCs activadas.

3. En masculo murino adulto (gastrocnemio, soleo, triceps), ANKK1 se expresa
mayoritariamente en fibras de contraccion rapida tipo Il. La activacion de la via
glicolitica en mioblastos murinos incrementa la expresién de Ankkl. Todo ello
muestra la relacion entre la expresion de ANKK1 y el metabolismo glicolitico y
explica la localizacion de la proteina en fibras musculares de contraccion rapida.

4. Los mioblastos de pacientes con DMD presentan una expresion alterada de
ANKK1. La disminucion de ANKK1 nuclear en estos mioblastos se asocia con un
estadio celular mas indiferenciado, definido por el incremento de expresién de
PAX7. Paralelamente, en biopsias procedentes de pacientes con diferentes
distrofias musculares, la expresién de ANKK1 se asocia con poblaciones celulares
regenerativas, es decir, SCs y fibras regenerativas.

5. La sobreexpresion de las variantes polimérficas de ANKK1 (A1-A2) en células
HelLa incrementa la velocidad de progresion del ciclo celular, mientras que la
sobreexpresion de la isoforma cataliticamente inactiva (K51R) la disminuye. En
todos los casos, el porcentaje de células que alcanza mitosis esta reducido. Todo
esto indica que la expresion de ANKK1 afecta tanto a la progresién del ciclo
celular como al niumero de células que completan el ciclo.

6. En las condiciones estudiadas, no se ha detectado actividad quinasa de ANKK1
in vitro. Sin embargo, dado que es una RIP quinasa y su dominio quinasa es
homologo al resto de los miembros de la familia RIP, no podemos afirmar que
ANKK1 no presenta dicha actividad.
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Anexos

8. ANEXOS

ANEXO 1.

Tabla de biomarcadores expresados en la mayoria de SCs y resumen de sus
funciones (revisado por de Souza et al., 2015 [283]).

Biomarker Functions
Regulates self-renewal in SCs; maintains of myogenic potential; prevents
Pax7 precocious differentiation; regulates the expression of Myf5; promotes de
specification of the SCs
Pax3 Regulates proliferation of the SCs in conjunction with Pax7; is involved in

myogenic differentiation; regulates the expression of Myf5

Myogenic Regulatory factor 5

(Myf5)

Is involved in embryonary myogenesis; promotes differentiation of SCs

Regulates postnatal muscle growth and regeneration; promotes activation and

Barx2 differentiation of SCs; is involved in myoblast fusion
Cell adhesion protein; involved in cell-to-cell signalization that promotes

M-cadherin proliferation of SCs; involved but not essential to myoblast fusion to form
myofibers

o Met Required for adult skeletal muscle regeneration due to its role in myoblast
migration and fusion

. ; Laminin receptor in the SCs, involved in the formation of neuromuscular and
a7-integrin

myotendinous cell junctions

Cluster of differentiation (CD)
34

Promotes cellular motility of SCs due to its antiadhesive function; is involved in
the maintenance of the quiescence of SCs

Syndecan-3

Implicated in muscle regeneration; involved in the control of proliferation of SCs;
role in angiogenesis

Syndecan-4

Implicated in muscle regeneration; involved in activation and proliferation of SCs

Chemokine receptor type 4
(CXCR4)

Receptor for the ligand alpha-chemokine stromal-derived factor 1 (SDF-1); the
activated receptor induces chemotaxis, calcium influx and activating the
mitogen-activated protein kinase (MAPK) and AKT serine-threonine kinase by
phosphorylation; involved in the control of SCs development

Caveolin-1

Modulates SCs activation during muscle repair

Calcitonin receptor

Related to the maintenance of the quiescence of SCs

Lamins A and C

Nuclear envelope proteins, involved in the regulation of SCs differentiation

Emerin

Involved in the signalization for SCs differentiation
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ANEXO 2.

Tabla de terapias de DMD en desarrollo. Se han empleado diversas estrategias
para desarrollar los diferentes tipos de terapias que estan en distintas fases de
investigacion, tanto clinica como preclinica. Se muestra un breve resumen de los

resultados de estas estrategias.

IV: intravenoso; [IM: intramuscular; IP:

intraperitoneal (revisado por van Westering et al., 2015 [284]).

Research Stage and

Therapy Specific Strategy Results of Therapy
erapy pecific Strategy Selected Models esults of Therapy
Preclinical—myotubes, Transfection with mini- or microdystrophin: 20%—23% dystrophin expression in TA muscles (for 2 year
Viral gene therapy Lentivirus primary myoblasts and period). Less central nucleation, but no protection from muscle injury. Able to transfect TA myogenic
mdx progenitor cells.
M with full dystrophin cDNA displayed dystrophin expression. improved muscle force and protected
‘Gutted” adenovirs Preclinical—mdx dystiop played dysteop P aa P
against muscle damage.
AAVY Chimeric vector containing codon-optimized micro-dystrophin IV injection resulted in almost 100%
TAAVY
AAVS Preclinical—mdx transfection, effective dystrophin expression in skeletal nwscle and heart and improved mmscle fonction. No
ummuaclogical response was cbserved.
Microdystrophin rAAVS administered in 1 month old mdx/utrn™" increased life span, improved pathology
AAvE Preclinical— and dystrophin (1 year post-injection). Dystrophin restored in heart and heart mass normal. but function not
: mds/utm™" andmdx  recovered. 20 mo mdx (4 months after injection) showed dystrophin expression in skeletal muscle and heart
and improved pathology.
) IV mini-dystrophin administration to GRMD revealed varied dystrophin expression, also in heart. Micro-
Preclinical—GRMD S .
AAVO dmd dystrophin administration in young mdx induced dystrophin expression and slowed progression of cardiac
and mdx
phenotype. 10 mo mice expressed dystrophin and cardiac function improved.
Cell-based Myoblast Preclinical—mdx Ability to differentiate into myotubes.
Myoblasts
therapy B Clinical trials Preclinically: partial dystrophin expression in mdx mice. No heart data. Clinical trial: no beneficial effects
Ability to differentiate into mryotubes.
Fibroblasts Preclinical—mdx ) ; )
Effective transfection with dystrophin expression in immunocompromised mice. No heart data.
Bone marrow-derived  Preclinical—mdx and Migrate to damaged muscle areas, differentiate into myogenic cells and aid regeneration. Substantial
stem cells GRMD dystrophin restoration in skeletal muscle of mdx, but no restoration in GRMD dogs. No heart data
. Ability to differentiate into myocytes.
Preclinical—scid/mdx; y
Cd133+ stem cells Preclinically: effective dystrophin restoration in seid/mdx No heart data
Clinical trial Phase [ - N
Clinical trial demonstrated safety.
Mesangio-blasts Preclinical—GRMD Improved functional mobility and partial dystrophin restoration in skeletal nmscle. No heart data.
Differentiating iPS cells into mmscle precurser cells followed by injection into TA induced dystrophin
Preclinical—immuno- . -
iPS cells expression. Cells integrated with muscle cells and seffled i satellite cell population Improved TA fanction
compromised mdx )
_ No heart data.
Antizense Preclinical—mdx;
o Preclinical: M revealed low dystrophin restoration, even with mmultiple high doses. Clinical: 6 mg/ks was maximal
oligomcleo- 2'0 MePS Clinical trial Phase ) ) . )
i tolerated dose in patients. Phase III trial did not meet SMWD endpoint.
tides juis
Preclinical—mdx: Preclinical- repeat IV administrations of high dose restored dystrophin in mmltiple skeletal nmscles of the mdx mouse,
FMO Clinical trial Phase <2% in heast. Clinically: well tolerated and dystrophin present after 48 weeks. At 84 weeks stabilization in the 6MWD;
jiL] 120 weeks stabilized pulmonary function.
Multiple IV administrations and very high doses (200 mg/kg per week) resulted in dystrophin in skeletal muscle and
Tricycle-DNA Preclimcal- mdx T T

v function.

heart, with low levels in the brain and imp: in cardiac and pul

Octa-guanidium

Preclinical- mdx and

Capable of restoring dystrophin in skeletal muscle and hearts of mdx mice. This has firther been demonstrated in

conjugated . .
MO GRMD dystrophic dogs. High doses led to adverse events in GRMD.
(RXR)s multiple IP produced ~100% dystrophin in diaphragm and low levels in skeletal muscles. Single IV restored
CPP-AOs- Preclinical—mdx dystrophin in skeletal mmscle and diaphragm. ~50% in the heart. Improved mortality rate and corrected kyphosis in
Arginine rich and mdx/utrn™ mdx/utrn” . (RXRRBR)2: Less toxic, repeat and high dose IV illustrated impressive exon skipping notably in heart
(72%). Improvements in cardiac function, with preserved diastolic function after 6 months
Pip2a and PipZb: strong exon skipping following IM. Following IV, PipSe induced high dystrophin restoration body wide
CPP-AOs- Pips Preclinical—mdx including heart. Pip6-PMO series: Pipa, Pip6b and Pip6f exhibited best dystrophin expression in heart. Long-term IV
administration prevented deterioration in heart function in the event of exercise.
MSP enhanced in vivo skeletal and cardiac muscle binding capacity. B-MSP-PMO showed 2-5 fold improvement in
CPP-AOs- Breclinical—mdx skeletal mmscle compared to B-PMO (no dystrophin in heart). T-9 (SKTFNTHPQSTP) specificity in mdx quad and
Phage Peptides improved specificity over MSP. 12-mer phage resulted in ~25% dystrophin expression in skeletal nmscle (75 mg/kg).
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Ademas de las terapias indicadas en la tabla anterior, cabe mencionar la
importancia de estrategias terapéuticas recientes basadas en la edicién gendmica,
destacando el sistema CRISPR/Cas9 por su mayor facilidad del disefio
metodoldgico y su mayor frecuencia de éxito con respecto a otros sistemas de
edicion [285]. Con este sistema se ha logrado la edicién genémica del gen de la
distrofina en mioblastos en cultivo, fibroblastos y células madre pluripotentes
inducidas. Ademas, se ha descrito que el sistema CRISPR/Cas9 utilizando como
vectores virus adenoasociados (AAV), estrategia que se encuentra actualmente en
ensayo clinico para otras enfermedades neuromusculares, consigue restaurar la
expresion de distrofina en musculo esquelético y cardiaco en el modelo murino
mdx, suponiendo la primera evidencia de una mejora fenotipica via edicion
genémica en un modelo de distrofia muscular [228,286,287]. Esta estrategia
también ha demostrado ser aplicable para las SCs, lo que incrementaria la
regeneracion de los muasculos dafiados.

ANEXO 3.

Tabla de oligonucledtidos empleados para la clonacién. Se indica, de izquierda a
derecha, el numero asignado a cada oligonucleétido, la secuencia en 5’-3’
(subrayado el sitio de restriccién y la enzima de restriccién utilizada.

Numero  Secuencia (subrayado el sitio de restriccion) Enzima de
restriccion
1 GGAATTCCATATGGCGGCCGATCCGACCG Ndel
2 TGTGCTCGAGGTCCATCAGTTCCTGGCTAATG Xhol
3 GGAATTCCATATGGCCGCTGACCCC ACCG Ndel
4 TGTGCTCGAGGATTTCCATCTCGGCC CCAGG Xhol
5 TTAATTAAGCTTGCCACCATGG Hindlll
6 TGTGAGGATCCCCGATTTCCATCT CGGCC BamHI
7 GCCGGAATTCCATGGCCGCTGACCCCACCG EcoRI
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ANEXO 4.

Membrana del Western Blot de los extractos nucleares y citoplasméticos de RD,
revelada contra STk2 (para detectar la presencia de una banda citoplasmatica de
mayor peso molecular que el tamafio de la isoforma tedrica predicha, sefialada en
un recuadro rojo en la imagen). El tamafio estimado de la isoforma de elevado
peso molecular se ha calculado mediante el programa Imaged v1.37, y es de
aproximadamente 115 kDa.

Rhabdomyosarcoma

Dia0 Dia3 Dia6

kDa

118

85

56
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ANEXO 5.

Imagenes obtenidas mediante inmunofluorescencia, representativas de 4 fibras
musculares obtenidas del masculo FDB de ratén adulto en cultivo con sus SCs
asociadas. Las imagenes corresponden a proyecciones Z de 8 capas de 1 um de
grosor cada uno. Se observa el marcaje de DAPI, ANKK1 detectada con el
anticuerpo STk2 (rojo), PAX7 (verde) y la superposicion de las imagenes. Escala:
25 um.

DAPI ANKK1 (STk2) PAX7 superposicion
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ANEXO 6.

Imagenes obtenidas mediante inmunofluorescencia, representativas de 4 fibras
musculares obtenidas del masculo FDB de ratén adulto en cultivo con sus SCs
asociadas. Las imagenes corresponden a proyecciones Z de 10 capas de 1 um de
grosor cada uno. Se observa el marcaje de DAPI, ANKK1 detectada con los
anticuerpos STk2 (A-B) y STk3 (C-D) (rojo), los marcadores MYOD (A-B, D) y
PAX7 (C) en verde y la superposicion de las imagenes. Escala (A,C): 50 um; (B,
D): 75 pym.

DAPI ANKK1 (STk2) MYOD superposicion

| !..

| H..
DAPI ANKK1 (STk3) PAX7 superposicion

| ..
DAPI ANKK1 (STk3) MYOD superposicion

D
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ANEXO 7.

Imagenes obtenidas mediante inmunohistoquimica de secciones seriadas
transversales de los musculos triceps y soleo de raton adulto con los anticuerpos
STk2 y MyHCIIl. La misma fibra estd sefialada en las diferentes secciones
(asterisco negro). Escala: 50 um.

ANKK1 (STk2) MyHCII

TRICEPS (musculo
mas glicolitico)

SOLEO (musculo mas
oxidativo)
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