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IL. RESUMEN

La enfermedad de Huntington es una enfermedad neurodegenerativa hereditaria causada
por la expansion del codéon GAC en el primer exén del gen que codifica para la proteina
Huntingtina. Esta mutaci6n se traduce en una expansion de una region rica en glutamina
en el extremo amino-terminal de la proteina y le confiere una ganancia de funcién
daffina para el organismo, en especial al sistema nervioso. La proteina mutante forma
agregados toxicos, llevando a una pérdida neuronal selectiva en el estriado lo que
desencadena los sintomas asociados a la patologia. Hasta el momento no ha sido posible
desarrollar una cura o terapia contra esta patologia. Estudios recientes sugieren la
posible participacion de respuestas a estrés de reticulo en la enfermedad de Huntington.
En este trabajo se reporta la generaci(')n de un nuevo modelo para estudiar la enfermedad
de Huntington i# vivo. Este modelo animal fue generado mediante la trasferencia génica
a través de vectores virales adeno-asociados, codificantes para un fragmento amino-
terminal de 588 amino4cidos de Huntingtina humana con una regién patoldgica de 95
glutaminas, fusionado a la proteina fluorescente roja monomérica. Para esto, la
secuencia codificante para la proteina de fusién Htt588Q95-mRFP fue clonada en un
vector de expresion viral adeno-asociado con el cual luego se produjeron las particulas
virales recombinantes. Las particulas virales fueron inyectadas intraestriatalmente en
ratones macho adultos mediante estereotdxis y se evalud la agregacion de la proteina
Huntingtina mutante al cabo de 2, 4 y 8 semanas. Luego de 2 semanas post-inyeccion
fue posible observar células con inclusiones citoplasméticas, alcanzando un 70% de

agregacién maxima al cabo de 4 semanas post-inyeccién. Con el objetivo de analizar el




impacto del estrés de reticulo en la patologia, se coinyectaron los virus adeno-asociados
codificantes para la proteina de fusién Huntingtina mutante y para el factor de
trascripcion X-box Binding Protein 1 (XBP1) activo en la region de estriado. La
sobreexpresion del factor de transcripcién XBP1 llevo a una disminucién en un 15,1%
en la agregacién de Huntingtina mutante evaluada 4 semanas post-inyeccion. Estos
resultados indican que la sobreexpresion del factor de trascripcion activo, XBPls,
representa una potencial alternativa terapéutica en el tratamiento de las caracteristicas

patolégicas de la enfermedad de Huntington en un nuevo modelo in vivo.

IIL. ABSTRACT

Huntington's disease is a hereditary neurodegenerative disease caused by CAG codon
expansion in the first exon of the Huntingtin gene. This mutation results in an expansion
of a glutamine rich region at the amino-terminus of Huntingtin and confers to the protein
a gain of function harmful to the body, especially to the nervous system. The mutant
protein form toxic aggregates, leading to a selective neuronal loss in the striatum which
triggers the symptoms associates with the pathology. So far it has not been possible to
develop a cure or therapy against this disease. Recent studies suggest the possible
involvement of endoplasmic stress responses in Huntington's disease. This work reports
the generation of a new model to study Huntington's disease i vivo. This animal model
was generated by gene transfer via adeno-associated viral vectors, coding for an amino-
terminal fragment of 588 amino acids of human Huntingtin with a pathological region

with 95 glutamines, fused to the monomeric red fluorescent protein. For this, the coding




sequence for Htt588Q95-mRFP fusion protein was cloned into an adeno-associated viral
expression vector which was used to generate the recombinant viral particles. The viral
particles were injected by stereotaxis in the adult mice striatum and the mutant
Huntingtin aggregation was evaluated at 2, 4 and 8 weeks after injection. Two weeks
post-injection it was possible to observe cells with cytoplasmic inclusions, reaching a
maximum aggregation of 70% after 4 weeks. In order to analyze the impact of the
endoplasmic reticulum stress in the pathology, adeno-associated virus coding for the
mutant Huntingtin fusion protein and for the active transcription factor X-box Binding
Protein 1 (XBP1) were co-injected in the adult mice striatum. Mutant Huntingtin
aggregation was decreased by 15,1% by the overexpression of the transcription factor
XBP1s, 4 weeks post-injection. These results indicate that overexpression of the active
transcription factor, XBPls, represents a potential therapeutic alternative in the

treatment of pathological features of Huntington's disease in a new model in vivo.




IV. INTRODUCCION

IV.l. Caracteristicas generales de la enfermedad de Huntington.

La enfermedad de Huntington (EH), es una enfermedad neurodegenerativa hereditaria
(autosémica dominante), causada por la expansién del triplete CAG en exén 1 del gen
IT15, ubicado en el cromosoma 4 y codificante para la proteina Huntingtina (Htt). Esta
expansion CAG se traduce en la extension de un fragmento rico en glutamina (poliQ) en
la regién amino-terminal de la proteina, confiriéndole a ésta caracteristicas estructurales
y funcionales diferentes a las de la proteina silvestre. La proteina silvestre contiene en
promedio 18 glutaminas en téndem y expansiones superiores a 35 glutaminas producen
que la proteina sea insoluble, dando paso a la formacién de oligémeros y agregados
proteicos (Kremer et al., 1994). La prevalencia de la mutacién que origina la EH se
calcula entre 4 a 10 personas por cada 100.000 habitantes en la poblacion de Europa
Occidental (Zuccato et al., 2010).

La EH se caracteriza por el desz;rrollo de sintomas psiquiatricos, cognitivos y motores
(van Dellen et al., 2005). Entre los problemas psiquiétricos se puede mencionar que los
pacientes manifiestan cambios de personalidad y depresion. Entre los sintomas
cognitivos los pacientes presentan una disminucién de la capacidad visual, de la
flexibilidad cognitiva, una pérdida de memoria y también demencia. Los sintomas
motores se caracterizan por la presencia de movimientos involuntarios del tronco,
cabeza y extremidades, corea, atrofia muscular que compromete la capacidad de hablar
(disartria), tragar (disfagia), caminar (distonia y bradicinesia) y una serie de tics motores.

Existe una relacion directa entre el largo del fragmento poliQ y la edad promedio de la




aparicion y agresividad de los sintomas de la enfermedad (Macdonald et al., 1993). Los
primeros sintomas de la EH se manifiestan, generalmente, alrededor de los 40 o 50 afios
de edad y la muerte se produce entre los 10 a 20 afios mas tarde. Expansiones mayores a
60 repeticiones de glutamina se asocian al desarrollo precoz de la sintomatologia,
denominado Huntington juvenil (Imarisio et al., 2008; Zuccato et al., 2010). A nivel
celular, la patologia se caracteriza por la formacién de inclusiones nucleares y
citoplasméticas en células de distintas 4reas cerebrales (DiFiglia et al., 1997). Las
células principalmente afectadas en la enfermedad son las neuronas medio espinales de
la region del estriado y en menor medida las neuronas piramidales de la corteza. Estas
poblaciones neuronales degeneran selectivamente, interrumpiendo el circuito cortico-
estriatal, lo que contribuye a los déficits motores y cognitivos propios de la EH. Otras
regiones cerebrales como el globus palidus, amigdala, cerebelo e hipocampo también se
ven afectadas y presentan alteraciones morfologicas. La alteracion del hipocampo podria
contribuir a los problemas cognitivos de la EH. Tejidos post-mortem derivados de
pacientes revelan una respuesta de microglia activada en las zonas afectadas (estriado y

corteza) proporcional al grado de pérdida neuronal producida (van Dellen et al., 2005).

IV.2. Modelos animales utilizados en el estudio de la enfermedad de
Huntington.

Una serie de modelos animales de la EH se han desarrollado con el fin de caracterizar a

nivel celular y molecular los procesos alterados en la enfermedad y de evaluar

potenciales alternativas terapéuticas. Estos modelos son capaces de recapitular algunas

caracteristicas de la patologia y se diferencian unos de otros en el tamafio de la proteina




Hitt expresada, en el nimero de glutaminas en la expansion poliQ, en el patrén de
expresion y en los niveles de expresion de la proteina mutante. Esto incide directamente
en el fenotipo patologico del modelo, variando la agresividad de la patologia en cuanto a
las areas cerebrales afectadas, la intensidad de las caracteristicas alteradas y en el tiempo
de aparicién de las mismas (Heng et al., 2008). Los modelos animales para la EH
pueden dividirse en modelos genéticos y modelos virales. Los modelos genéticos pueden
subdividirse en modelos transgénicos y modelos knock-in. Los primeros expresan la
proteina Htt mutante humana, o un fragmento de ella, incluyendo la mutacién en la
regién poliQ bajo un promotor distinto al promotor endégeno y el gen de Hit exdgena se
inserta al azar en el genoma del animal. Los modelos knock-in poseen una insercion de
repeticiones del codén CAG en uno de los alelos endégenos del gen de Htt de ratén o
bien poseen un reemplazo del ex6n 1 del gen de Hitt endégeno por el exon 1 del gen
humano portador de la expansion CAG (Zuccato et al., 2010). Los modelos genéticos
que mejor recapitulan la sintomatologia de la enfermedad son el modelo transgénico
YAC128 y el modelo knock-in HdhQ111, con fenotipos motores detectables entre los 3
a 4 meses y 2 afios de edad, respectivamente (Heng et al., 2008). En los modelos virales
la expresién de Hit es modulada por la transduccién con vectores virales en zonas
especificas del cerebro, liberados mediante inyeccion estereotaxica. Los vectores virales
mas comunes para el modelamiento de la EH son lentivirus y virus adeno-asociados
(AAV) recombinantes que codifican para la proteina Htt mutante. En general, ambos
modelos virales presentan robustos fenotipos celulares y tisulares al cabo de 2 semanas
post-inyeccion (de Almeida et al., 2002; DiFiglia et al., 2007; Franich et al., 2008) y son
capaces de generar un fenotipo motor en periodos de tiempo mas acotados que los
modelos genéticos (DiFiglia et al., 2007; Palfi et al., 2007). Las caracteristicas de los

modelos animales mas utilizados en el estudio de la EH se resumen en la Tabla 1.




800C "B op OJUSMIESa301J ‘Seganbad SEI sepronpsuen
B Q . BURTU:
‘0 32 qomelg opensd Burdso) semya)) ‘seonpwseidoyo A saresonu ssuosnjouL openeas ON m =T 001 0oy
“O[NJIIJUSA [3p OUEWIE) OJUSUMY ‘OpeLsd
otoe (souewas ) 1op ﬁ_“zoogcwnw ‘(operoton]y) .EMM% auon AVVY
‘Te 101999y vISU gouwisns . . - .
snpyed snqord opumeAd ON ‘0pELNSa [9p UQIoIBIU0Y) {(JVID) TiRLo0IsE OpEN|BAD ON SEUBWIas 7 oL 1Ll
. woomm._ Mﬂ_ < eisendsay ‘7€ dIIVA A NnaN sajenomau
[P 1 EAd PeRSH SAIOPEIIEW BPIPIQJ ‘SOIBI[ONU SIUOISNI[U]
OPESH nA .@um—.&ﬁm‘wm «_MMMQ ‘gsjord sosam 9 < oest M
"open]eAs oN oHaNA (VD) TITI0nSE EiSandsay ey open[eAs oN 8 =
¥ ap o8xe[ [¢ [ewozodoxd ayuowresIany ZeJIAVA
OpEnSH op epiprad ‘seonpwsedono £ sareajont souoISHOU] sasaul ¢ €8
“Ip 12 Na!%omszwo a *S310)0UL “(soangwiorotedny sosjonu A operolon].) [eI1AnadY
) sa1} {(seaugjuodsa SaUALOPUOD Jem[ad spanjy {(dVID) eueconse gisandsay
. OUOWI :SEUBISS 6
opunsg ua seuBwas O¢ A sepranpul Diod ugoedxa ¥ e [enoodord suawE0aNpP open[eAd N | L 78 99 ‘pb 121
SSUCIOIPUOS US OUOUI U9 SEUTUWSS ZEddIV A A NNaN Sa[euomal $3J0peoIeul CIel :SEUBUOS ¢
6) stisawroradny o wroamastq ap epipIg ‘seonpuserdono A sares[onu ssuorsnoU]
. *(0303(00UIOY ‘SIS G7) OPELSI OUBUIE) UOIOINPIY
(sasaut ¢g MMMMM.WMV M”w“mmwﬂc_eww euoxe ugroerauafa( {(dvID) eueroonse o7 0 sasau (uojer) ( )
‘0405) opeLnss m_m P gysondsay ‘erdur eroueisns 4 snprjed snqoj8 uo THTON ¥ 0st 1 HoXsg 0STOVOMPH
afmumustp ‘osad ap epipIad
seonewsedojos £ (sasowr Q) S8IEO[ONU SSUOISNOU]
“(dvaD) euepsonse ejsandsay
opeLysH *(S95aUI p7) Selojoul SUOloRINY | ‘(sasaur /1) vidm eroumsns £ snpyed snqof8 ‘opunse 1819 ON 59591 § % (oopgumb) wau_:ﬁ
ua seonpwisgidoyo £ (sasaur Z]) saIBo[onU SSUOKSH]oU] i uoxg HIO0TPH
‘pEpIAIoROdI] “(s9sal g “94C 1) OPEINSS OULUIR) UOIDONPIY
opepodal oN 2 pepranoeladify {(sasaut ‘souordal seno £ openss uo seanpuwseidono 1819l ON S9saW 9 oyl | (ooupuamb) OPIOUPH m
800T 6 1 uoxg v6OUPH | B
<0 10 Sl 9-p) UQIO0WIO0] ARSI £ (sosaw 9) saresjonu sauoisn[ou seganbag &
2zo1100 “grxery ‘sisauroodng g
. 9 sisomoradif] ¢ Surdsop) ‘(sasaul g) ©Zoy0o £ OpeLss (oueusmiy)
(sasau g searsardosd SeIol0UI SEISUSTOa(] | OUBWIE) U0I0oNPaYy (Sasaul §]) SoIea[onu SaUGISI[ou TB ON seseur € 8¢t oy 8ZIOVA
‘o4cT) OpEISE | TOUSIaLY ! oroonpsy - Bt Asnjoug f1oUd] Jind
o : “(sasow g) PoILI0l TEWOUY
“sisauroodiy & ssomroradiyy ‘O[MOLIUAA [3p OB}
(seuewios Z1 | < Buydswyy) {(seupuss g) poiejor ojusumy (SEuetas Z[) 01qa1a0 £ opernss [op (oureumiy)
“0407) OPELIST | BPWIOUE ‘(SEUTWISS ¢°¢) BLIOWOW | OWeuIR} uoronpay (J VD) vuenoonse gsandsay s ssrzly s 2595 | ESIBY I woxg U
£ afezipualde op wroUAIMIJ (1 up) seongwsedoyo A SarBajonU SUCISN]OU]
BIIUAXIYIY _””_.”..”.M: oanmugod £ 1030w odiyoudy soxensLY, A SAIBNIA) SBII)SLIAJIRIE)) ANy eac“ﬂ.ww:m onod | ojuasueiy, o[apoN

‘w0jSun)Unyy op pepIwajud v exed SOUNWOD SPUT SIRWIUE SO[IPOUI SO] AP SEINISIIIJOBIELD SE] AP USWNSIY °] B[qEL,




IV.3. Eventos patolégicos moleculares de la enfermedad de Huntington.

Hit es una proteina soluble de 3144 aminoicidos (348KDa) que se expresa
constitutivamente tanto en el sistema nervioso como fuera de él y cuya estructura y
funcién fisiolégica no han sido completamente definidas. Htt posee una amplia
distribuci6n subcelular y se encuentra asociada a diversos organelos como por ejemplo
el nucleo, el reticulo endoplasmatico (RE), el complejo de Golgi, microtibulos y
estructuras vesiculares en neuritas y sinapsis (Cattaneo et al., 2005).

Diversos estudios han relacionado la presencia de la proteina Htt mutante con la
alteracion del funcionamiento normal de una serie de procesos celulares, no
necesariamente interconectados y que podrian estar involucrados en el desarrollo de las
caracteristicas patologicas de la EH. Estos estudios han sido realizados en lineas
celulares, modelos animales y tejidos post-mortem derivados de pacientes. Entre los
principales procesos celulares que se ven afectados en la EH podemos mencionar una
alteracion del patron de expresion génica, una alteracion en el tréfico vesicular y en el
transporte axonal (Sugars y Rubinsztein, 2003; van Dellen et al., 2005; Zuccato et al.,
2010). También se han descrito alteraciones en el proceso de autofagia, una pérdida y
disfuncién mitocondrial y una alteracion en la homeostasis de calcio, entre otros (Sugars
y Rubinsztein, 2003; van Dellen et al., 2005; Zuccato et al., 2010). La alteracion en el
patrén de expresion génica se debe a la interaccion directa de Htt mutante con factores
de transcripcién y proteinas coactivadoras o represoras de la transcripcion (Sugars y
Rubinsztein, 2003; van Dellen et al., 2005; Zuccato et al., 2010). En la EH se han

descritos cambios, principalmente, en la trascripcion de receptores de neurotransmisores

como por ejemplo el receptor de glutamato, de NMDA (del inglés N-Methyl-D-




aspartate), de GABA (del inglés gamma-Aminobutyric acid), de adenosina, de
dopamina y de receptores canabinoides ademas de alteraciones en la transcripcion del
factor neurotrofico BDNF (del inglés Brain Derived Neurotrofic Factor) (Imarisio et al.,
2008; van Dellen et al., 2005; Zuccato et al., 2010). EIl BDNF es esencial en la
sobrevivencia de las neuronas estriatales y en la funcionalidad de las sinapsis cortico-
estriatales (Imarisio et al., 2008), por lo que la alteracién de la transcripcion de este
factor neurotréfico podria producir directamente la sensibilidad selectiva de las neuronas
en el estriado (van Dellen et al., 2005). Otros de los procesos afectados en la EH son el
trafico vesicular y el transporte axonal (Imarisio et al., 2008; Zuccato et al., 2010).
Diferentes estudios han demostrado la interaccion de Htt con elementos del
citoesqueleto a través de las proteinas HAP1 (Huntingtin-associated protein I) e HIP1
(Huntingtin Interacting Protein I), que actiian como adaptadores moleculares que unen
diferentes proteinas a los motores moleculares involucrados tanto en el transporte axonal
anterégrado como retrogrado (Imarisio et al., 2008; Zuccato et al., 2010). Los defectos
en estos procesos podrian deberse a la unién diferencial de la proteina Hit mutante a
HAP1 y HIP1, respecto a la proteina silvestre (Velier et al., 1998), como también a la
disrupcion del citoesqueleto producida por la formacién de agregados citoplasmaticos en
las neuritas (Li et al., 2001). Las alteraciones en el proceso de autofagia en la EH pueden
atribuirse a posibles fallas en el reconocimiento de los sustratos de degradacion
(Martinez-Vicente et al., 2010) y también al secuestro de un regulador esencial para la
autofagia Beclin-1 dentro de los agregados proteicos de Htt mutante (Shibata et al.,
2006). La pérdida y disfuncién mitocondrial compromete el metabolismo energético

celular y produce dafio oxidativo, contribuyendo a la disfunciéon neuronal y muerte




celular (Quintanilla y Johnson, 2009). Por tltimo, la alteracion en la homeostasis de
calcio se debe posiblemente a mecanismos sinérgicos como la potenciacién de la
activacién de receptores de NMDA, la promocién de la movilizacion de calcio y la
interferencia con la recaptacién mitocondrial de calcio (Rockabrand et al., 2007).

En resumen, la expresion de Hit mutante altera el metabolismo y la homeostasis celular
en diversas etapas que contribuyen a la perdida de la funcién neuronal y muerte celular
en zonas especificas del cerebro. Sin embargo hasta el dia de hoy no existe claridad
sobre cudles son los eventos moleculares principales que desencadenan las

caracteristicas patolégicas de la EH y no existen tratamientos efectivos contra la

enfermedad.

IV.4. Potenciales estrategias terapéuticas para la enfermedad de Huntington.
Con el fin de prevenir o revertir los efectos patologicos de la proteina Htt mutante en
modelos de la EH, se han estudiado multiples estrategias de intervencion,
principalmente, farmacoldgicas y genéticas para alterar las distintas vias y procesos
celulares afectados en la enfermedad. Si bien la mayoria de estos estudios se encuentran
a nivel pre-clinico, algunos de ellos han alcanzado el nivel de estudios clinicos de fase II
(Zuccato et al., 2010). Estos estudios tienen por principal objetivo el bloqueo de los
eventos patologicos descritos en la EH o la eliminacion la proteina Htt mutante ya sea
por un silenciamiento génico o por un aumento la degradacion de ésta. Otras alternativas
estudiadas consisten en estrategias que favorecen el plegamiento de Htt mutante y que
disminuyen la formacién de agregados proteicos (Southwell y Patterson, 2011; Zuccato

et al., 2010).
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Entre las principales estrategias terapéuticas disefiadas contra los mecanismos
patolégicos producidos por Hit mutante en diversos modelos de la EH, se puede
mencionar: el uso de drogas contra la exitotoxicidad, el aumento en los niveles de
factores neurotréficos como BDNF y en menor medida GDNF (del inglés Glial cell-
Derived Neurotrophic Factor), NGF (del inglés Nerve Growth Factor) y Neuritina, la
inhibicién de la protedlisis de Hitt, la modificacién de la transcripcién génica y el
restablecimiento de la funcién mitocondrial (Imarisio et al., 2008; Southwell y Patterson,
2011; Zuccato et al., 2010). Todas estas estrategias s6lo tienen efecto positivo sobre
algunas caracteristicas patoldgicas especificas, y al intervenir procesos celulares con un
amplio rango de accién de sus blancos, estas aproximaciones podrian generar un
sinnimero de efectos secundarios indeseados (Imarisio et al., 2008; Southwell y
Patterson, 2011; Zuccato et al., 2010).

Desde el afio 2005 se han desarrollado al menos 10 estrategias de silenciamiento génico
con ARN interferentes (ARNi) y horquillas pequefias de ARN (shRNA, del inglés short
hairping RNA) para el gen de Htt en distintos modelos animales de la EH. El
silenciamiento de la expresién de Htt en modelos animales murinos disminuye la
cantidad de agregados nucleares y citoplasmdticos, ateniia la pérdida de marcadores
neuronales como NeuN y DARPP32, previene la muerte neuronal y ademdas mejora las
deficiencias motoras (Imarisio et al., 2008; Southwell y Patterson, 2011; Zuccato et al.,
2010). Los ARNi y shRNA utilizados en estos estudios no son capaces de distinguir
entre el alelo de Htt mutante y el silvestre, y al ser especificos para el gen de Htt humano
no es posible evaluar el potencial efecto de la pérdida de la proteina Hit endégena. Por lo

mismo, estos estudios no son comparables a la situacién en pacientes humanos dénde se
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silenciaria la expresion tanto de la proteina Hit mutante como silvestre. La proteina Htt
es fundamental durante en desarrollo del sistema nervioso y ratones knock-out para Hit
mueren al antes del dia 8,5 de gestacion (van Dellen et al., 2005; Zuccato et al., 2010).
La sensibilidad a la pérdida de la proteina silvestre pudiera diferir entre los humanos y
los ratones. Debido a lo anterior y a los largos tratamientos requeridos en pacientes
humanos, seria necesario disefiar oligonucleétidos especificos para el alelo de Hit
mutante en la implementacion de una terapia de silenciamiento génico contra la EH.

La eliminaci6n de la proteina mutante también ha sido estudiada como una alternativa de
terapia en modelos de la EH. Los agregados proteicos de Htt no son accesibles a la
maquinaria del proteasoma para su degradacién, por lo que la principal via de
degradacién de Htt mutante es la macroautofagia, referida desde ahora como autofagia
(Kouroku et al., 2007; Williams et al., 2006). Un aumento de los niveles de autofagia
disminuye los niveles de agregaciéon de Hit mutante en distintos modelos de la EH
(Imarisio et al., 2008; Zuccato et al., 2010). Tratamientos farmacolégicos permiten
aumentar la autofagia de forma global. Otra alternativa es incrementar la autofagia de
forma especifica aumentando el tipo de autofagia mediada por chaperonas. Bauer y sus
colaboradores demostraron que la transduccién con AAV codificantes para un péptido
de reconocimiento a la region poliQ expandida (QBP1) fusionado a un dominio de unién
de la chaperona HSC70 (del inglés Heat Shock Cognate protein 70), permite dirigir
selectivamente la proteina Htt mutante a la via de autofagia mediada por chaperonas
(Bauer et al., 2010). Otros estudios han sido dirigidos a disminuir la formacion de
agregados proteicos. Por ejemplo, la sobreexpresion de chaperonas y la utilizacién de

chaperonas quimicas favorece el plegamiento proteico evitando la formacién de
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agregados de Htt mutante y la inhibicién de la actividad transglutaminasa, que forma
enlaces covalentes entre péptidos, podria también tener un efecto en la formacion de los
mismos (Imarisio et al., 2008; Southwell y Patterson, 2011; Zuccato et al., 2010).

En resumen, distintas estrategias terapéuticas que alteran los procesos de sintesis,
plegamiento y degradacién de proteinas han sido evaluadas en diversos modelos de la
EH, a fin de evitar o reducir la expresion de Htt mutante y revertir los efectos patoldgios
de la enfermedad. Es necesario continuar investigando los mecanismos de accion de
estas estrategias con el objetivo de desarrollar una alternativa terapéutica que revierta de
forma global las caracteristicas patologicas de la EH e impida la evolucién de la

enfermedad.

IV.5. Adaptacion al estrés celular: la respuesta a proteinas mal plegadas (UPR).
Durante la sintesis proteica en la via secretora, las proteinas pasan a través de un estricto
control de calidad que verifica su correcto plegamiento, para luego ser exportadas a su
destinacion final como el propio RE, complejo de Golgi, lisosomas, sistema endosomal,
membrana plasmatica o espacio extracelular. Este proceso de verificacion del
plegamiento ocurre en el RE y posibles alteraciones en la homeostasis del RE podrian
llevar a la acumulacién de proteinas mal plegadas y a la formacion de agregados
proteicos (Matus et al., 2011). En el RE existen mecanismos que previenen la
acumulacién de proteinas mal plegadas. Este mecanismo censa el estado de plegamiento
de las proteinas en el lumen reticular e inicia una cascada de sefializacion hacia el nicleo
que activa la transcripcion de genes involucrados en el plegamiento de proteinas

(chaperonas) y en su degradacion, con el fin de prevenir o aliviar el estrés reticular. Este

13




mecanismo adaptativo se denomina Respuesta a Proteinas mal plegadas o UPR (del
inglés Unfolded Protein Response) y controla una serie de genes involucrados en
distintos procesos incluyendo la entrada de proteinas al RE, plegamiento, glicosilacion,
degradacién asociada al RE (ERAD del inglés Endoplasmic Reticulum (ER)-Asssociated
protein Degradation), control de calidad de proteinas, metabolismo redox, autofagia,
biogénesis de lipidos y trafico vesicular (Hetz y Glimcher, 2009) (Figura 1B). Por otro
lado el estrés crémico o prolongado en el RE desencadena la apoptosis celular
(Woehlbier y Hetz, 2011).

La UPR se inicia por la activacién de tres sensores de estrés ubicados en la membrana
del RE que desencadenan tres vias de sefializacién diferentes (Hetz y Glimcher, 2009).
Estos sensores son PERK (del inglés double-stranded RNA-activated-Protein kinase-like
Endoplasmic Reticulum Kinase), ATF6 o y B (Activating Transcription Factor 6) e
IREle (Inositol Requiring Kinase 1) (Figura 1A). PERK es una proteina de
transmembrana con un dominio citosdlico con actividad kinasa (Ron y Walter, 2007).
PERK activado fosforila al factor eucaridtico de iniciacion de la traduccién 2o (elF2a),
inhibiendo la traduccién génica y reduciendo la carga proteica. elF2a fosforilado
aumenta, especificamente, la traduccién del factor de transcripcion ATF4 (Activating
Transcription Factor 4), el cual regula genes relacionados con el metabolismo
aminoacidico y la homeostasis redox (Hetz y Glimcher, 2009). Por otro lado, ATF6a y
ATF6[ son proteinas de transmembrana con un dominio que proyecta hacia el lumen del
RE cuya funcién es censar el estrés reticular y un dominio citosélico que codifica para
un factor de transcripcién bZIP (basic leucine Zipper) (Ron y Walter, 2007). Durante el

estrés de RE, ATF6 es procesado en el complejo de Golgi liberando el dominio
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citosolico que transloca al niicleo donde activa directamente la transcripcion de
chaperonas reticulares y genes involucrados en la ERAD (Hetz y Glimcher, 2009). La
ERAD es el principal mecanismo de control de calidad que permite eliminar proteinas
mal plegadas dentro del lumen reticular o en la membrana. Las proteinas dafiadas son
transportadas al citoplasma donde son ubiquitinadas y Iuego degradadas por el
proteasoma (Hampton, 2002).

Por 1ltimo, IRE1a es una proteina de transmembrana con un dominio sensor de estrés de
RE que proyecta hacia el lumen y un dominio citosélico con actividad kinasa y
endoribonucleasa. Bajo condiciones de estrés reticular IREla dimeriza, lo que favorece
su autofosforilacion y consiguiente activaciéon del dominio endoribonucleasa (Hetz y
Glimcher, 2009). IRElo activo inicia el procesamiento no convencional del ARN
mensajero (ARNm) del factor de transcripcion XBP1 (X-Box-binding Protein 1),
removiendo una region de 26 nucledtidos. Este procesamiento modifica el marco de
lectura del nuevo ARNm y da origen a la traduccién de una proteina activa denominada
XBP1s. El factor de transcripciéon XBP1s viaja al ntcleo y activa la transcripcion de
genes relacionados con el plegamiento de proteinas, con el control de calidad, con la
entrada de proteinas al RE, con la ERAD, la biosintesis de lipidos y la biogénesis del RE
y complejo de Golgi (Hetz y Glimcher, 2009). El dominio citosélico de IREla puede
unirse al adaptador proteico TRAF2 (TNRF-Associated Factor 2) activando vias
apoptoticas reguladas por ASK1 (4poptosis signal-regulating Kinase 1) y INK (cJun-N
terminal kinase) en caso de estrés reticular irreversible (Hetz y Glimcher, 2009).

En resumen, la UPR es un complejo mecanismo de sefializacién que modula la

adaptacion al estrés reticular a fin de restablecer la homeostasis o bien desencadena la
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muerte celular por apoptosis cuando los niveles de estrés son irreversibles. Durante los
tltimos diez afios, diversos estudios indican que la activacion de respuestas a estrés de
reticulo se asocian a diferentes enfermedades neurodegenerativas asociadas con la

acumulacion proteica (Matus et al., 2011)
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Figura 1. Respuesta a Proteinas mal Plegadas (UPR).

(A) Sensores de la UPR. PERK (double-stranded RNA-activated-Protein kinase-like Endoplasmic
Reticulum Kinase), IREla (Inositol Requiring Kinase 1) y ATF6 oy B (Activating Transcription Factor
6). Las abreviaciones son: TM, dominio de transmembrana; SLG, secuencia de localizacion para el
complejo de Golgi; bZIP, basic leucine zipper y DAT, dominio de activacion transcripcional. (B) Via de
sefializacion de la UPR. La acumulacion de proteinas mal plegadas en el lumen del RE activa la respuesta
UPR a través de los sensores IREla, ATF6 y PERK que desencadenan cascadas de sefializacion a fin de
recuperar la homeostasis celular o activan la via de muerte celular por apoptosis. Imagenes modificadas de

(A) Hetz y Glimcher, 2008 y (B) Matus et al. 2011.
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IV.6. La enfermedad de Huntington y la UPR.

Estudios recientes han vinculado la EH con el estrés de reticulo en distintos modelos de
la enfermedad. Las primeras evidencias surgieron a partir de modelos celulares en los
cuales la expresién de una proteina con una expansién poliQ patolégica activa los
sensores de estrés de reticulo IREla y PERK, asi como también induce la activacién de
algunos de sus blancos rio abajo como CHOP (del inglés C/EBP Homologous Protein) y
BiP (Binding immunoglobulin Protein) (Kouroku et al., 2002; Nishitoh et al., 2002). Por
otro lado, la proteina poliQ patologica gatilla el estrés reticular en células en cultivo, lo
que activa la expresion de ASK1 y JNK, y el procesamiento de caspasa 12, llevando a la
muerte celular por apoptosis (Kouroku et al., 2002; Nishitoh et al., 2002). Dos estudios
demostraron que la expresion de Htt mutante en levaduras y lineas celulares produce una
rapida inhibicién de la ERAD (Duennwald y Lindquist, 2008; Reijonen et al., 2008). El
primer trabajo indica que el defecto en la ERAD se debe al secuestro de proteinas
esenciales en este proceso dentro de los agregados citosolicos de Htt mutante, como por
ejemplo Npl4, UFd1 y p97 inhibiendo su accion (Duennwald y Lindquist, 2008). Las
fallas en la ERAD conducen a la acumulacion de sustratos, desencadenando estrés
reticular. A partir de estos estudios in vitro, los autores proponen que las células
estriatales en cultivo son especialmente sensibles al estrés de reticulo, lo que podria
explicar la especificidad celular de la EH.

Solo tres estudios reportan la ocurrencia de estrés de reticulo en modelos animales in
vivo. Carnemolla demostré por primera vez una sobrerregulacién de los marcadores

tempranos de estrés BiP y Herp en el estriado de ratones knock-in modelos de la EH, asi

como también la sobrerregulacion de otro gen relacionado con estrés de reticulo Rrsl
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(Carnemolla et al., 2009). Otro estudio demuestra que la inyeccion de estresores de
reticulo en ratones transgénicos modelos de EH aumenta la agregacion de Htt mutante
en el estriado (Noh et al., 2009). Los autores proponen que el estrés reticular producido
por la expresion de Htt mutante, induce la sobrerregulacion de la proteina SCAMPS, un
inhibidor de la endocitosis, aumentando los niveles de agregacion de Hit mutante y
desencadenando neurotoxicidad (Noh et al., 2009). Finalmente Cho y sus colaboradores
demostraron la sobreexpresion de la proteina ASK1 en la corteza y en el estriado de
ratones transgénicos modelos de EH, lo que es consistente con los resultados in vitro
obtenidos por los grupos de Kouroku y Nishito (Cho et al., 2009). La ocurrencia de
estrés de reticulo fue confirmada en tejidos derivados de pacientes post-mortem donde se
observé un aumento de los niveles de ARNm de los marcadores Bip y Herp y del
marcador tardio CHOP (Carnemolla et al., 2009; Cho et al., 2009). La mayoria de los
datos presentados en estos estudios son correlativos y no existen reportes que
demuestren el rol del estrés de reticulo y la UPR en la progresion de la EH in vivo.
Debido a lo anterior, la manipulacion farmacolégica o genética de la via de sefializacion
de la UPR es requerida a fin de dilucidar su posible rol en la EH y futura relevancia en la
generacion de estrategias terapéuticas.

Como se menciond anteriormente, diversos estudios han reportado la activacién de la
UPR en otras enfermedades neurodegenerativas relacionadas con mal plegamiento de
proteinas tales como la enfermedad de Alzheimer (EA), la Esclerosis Lateral
Amiotréfica (ELA), la enfermedad de Parkinson (EP) y desordenes relacionados con

Prion (DPr) (Matus et al., 2011). Distintos marcadores de estrés de reticulo han sido
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detectados en tejido post-mortem derivado de pacientes afectados por estas
enfermedades (Matus et al., 2011).

Existen reportes que demuestran una participacién del factor de transcripcion XBP1 en
diversos modelos de enfermedades neurodegenerativas. La sobreexpresion del factor de
transcripcion activo XBP1s, presenta una actividad neuroprotectora en dos modelos de
la EA. Por ejemplo, la sobreexpresion de XBPls protege contra la citotoxicidad
producida por oligdmeros AP en lineas celulares, previniendo la muerte celular y rescata
la neurotoxicidad en el ojo de moscas transgénicas que expresan el péptido B-amiloide
(Casas-Tinto et al., 2011). También se ha evidenciado el efecto protector de XBP1s en
modelos de la EP. La sobreexpresion de XBP1s protege contra la muerte celular y
degeneracion neuronal en modelos farmacologicos celulares y animales de la EP (Sado
et al., 2009). Por otro lado, un estudio realizado por nuestro laboratorio revela que la
deficiencia de XBP1 en un modelo celular de ELA reduce la toxicidad de la proteina
Superéxido Dismutasa 1 (SOD1) mutante por una disminuciéon de los agregados
proteicos. Ratones knock-out para XBP1 y transgénicos para la proteina mutante SODI,
presentan una mayor tasa de sobrevida y la eliminacion practicamente total de agregados
de SODI1 mutante en la médula espinal. Estos efectos son atribuidos al aumento del
proceso de autofagia tanto in vitro como in vivo (Hetz et al., 2009). En contraste, la
supresion de XBP1 en ratones knock-out infectados con la proteina Prién scrapie no
afecta la agregacion proteica, ni la pérdida neuronal ni la sobrevivencia de los animales
(Hetz et al., 2008).

En resumen, el efecto de la manipulacion de XBP1 ha sido evaluado en distintos

modelos de enfermedades neurodegenerativas asociadas al mal plegamiento de
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proteinas, obteniéndose resultados dispares. La sobreexpresion de XBP1s protege contra
la muerte celular y neurotoxicidad en modelos de la EA y EP, mientras que la
eliminacién del factor de transcripcion tiene efectos neuroprotectores en modelos de la
enfermedad de ELA y no tiene efecto significativo sobre las caracteristicas patologicas
en modelos de DPr. Hasta la fecha, el posible rol de XBP1 no ha sido evaluado en
modelos de la EH y la manipulaciéon de la expresion de XBP1 podria tener efectos
terapéuticos sobre las caracteristicas patologicas de esta enfermedad. Basado en todos
los antecedentes planteados anteriormente, proponemos la siguiente hipétesis: La
sobreexpresioén del factor de transcripcion activo XBP1s disminuye la agregacién de

Huntingtina mutante en células del estriado in vivo.
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V. OBJETIVOS

V.1.

V.2.

Objetivos generales.

Generar un nuevo modelo animal para la EH utilizando vectores virales AAV
codificantes para la proteina Hit humana mutante y silvestre fusién RFP.
Evaluar el efecto de la ganancia de funcién del factor de transcripcion activo

XBP1s, sobre la agregacion de Htt humana mutante in vivo.

Objetivos especificos.

Clonar las secuencias Htt588Q95-mRFP y Htt588Q17-mRFP en el vector de
expresion de los vectores virales AAV.

Producir particulas virales AAV2/2-CMV-Htt588Q95-mRFP y AAV2/2-CMV-
Htt588Q17-mRFP infectivas.

Inyectar los vectores virales AAV en la region del estriado en ratones adultos.
Evaluar la agregacion de Htt humana mutante en una curva temporal iz vivo.

Coinyectar los vectores virales AAV-Hitt588Q95-mRFP y AAV-XBP1s-GFP en

la region del estriado en ratones adultos.

Evaluar el efecto de la sobreexpresion de XBP1s sobre la agregacion de Hitt

humana mutante in vivo.
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VI. MATERIALES Y METODOS

VI.1. Materiales.

VI.1.1. Materiales y reactivos.
Las sales, 4cidos, bases, detergentes, bromuro de etidio y solventes fueron obtenidos de
Merck y Sigma. La agarosa y acrilamida de Merck. El coctel de inhibidores de proteasas
fue adquirido en Roche.
Las enzimas PfuUltra™ II, Taq polimerasa, Go Taq, Transcriptasa reversa, ADNasas y
ARNasas, endonucleasas y ligasa T4 fueron obtenidas de Stratagene, Invitrogen,
Promega, BioRad, Sigma y New England BioLabs®, respectivamente.
El medio de cultivo celular y los antibiéticos fueron obtenidos de Invitrogen y el suero
fetal bovino, de Life Technologies.
Los plasmidios peGFPC1-Hit588Q138-mRFP y peGFPCI1-Htt588Q15-mRFP fueron
enviados gentilmente por el Dr. Ray Truant (Atwal et al., 2007), los plasmidios pAAV-
RC, pAAV-Helper y pAAV2-CMV fueron obtenidos a partir del kit AAV-Helper free
System de Stratagene y el kit de clonacién pCR®BluntTOPO®, de Invitrogen.
Los kits de purificacién de ADN plasmidial y de purificacion de ADN a partir de gel de
agarosa fueron adquiridos de de QIAGEN y el kit de ensayo de Luciferasa de Promega.
Los anticuerpos primarios EM48, a-GFAP y o-NeuN fueron obtenidos de Millipore,
Sigma y Chemicon International, respectivamente y el anticuerpo a-XBP1 fue donado

por el laboratorio de Laurie Glimcher. Los anticuerpos secundarios a-mouse-HRP, o-

23



rabbit-HRP y Alexa Fluor® fueron obtenidos de Invitrogen y la tincién nuclear Hoeschst

de Intergen®.

VI.1.2. Material bioldgico.
Las lineas celulares HEK 293 y N2A fueron obtenidas de la compafiia ATCC. El virus
AAV2/2-CMV-XBP1s-EF1a-eGFP (AAV-XBP1s-eGFP) fue producido por la empresa
Genzyme. Los ratones macho C57BL/6j de entre 10 y 12 semanas de edad fueron

adquiridos en el Bioterio de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile.

V1.2. Métodos.

VL.2.1. Trasformacion de bacterias quimiocompetentes.
Bacterias DHS50 quimiocompetentes fueron descongeladas en hielo y mezcladas
manualmente con el ADN plasmidial requerido. Las bacterias fueron incubadas durante
30 minutos en hielo, luego por 45 segundos a 42°C y finalmente por 1 minuto en hielo.
Un volumen de 800 pl de medio SOC tibio fue agregado y la reaccion fue incubada una
hora, con agitacién constante a 200 rpm y 37°C. Las bacterias fueron centrifugadas a
2.000 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante en exceso fue eliminado, dejando 100 pl
para resuspender el precipitado. Las bacterias resuspendidas fueron sembradas en placas

con medio LB agar suplementadas con el antibi6tico correspondiente (Ampicilina 200

ng/ml o Kanamicina 50 pg/ml). Las placas fueron incubadas durante 16 horas a 37°C.




V1.2.2. Reaccion en cadena de Ia polimerasa (PCR).

a. PCR con la enzima ADN polimerasa Pfu Ultra ™ 11 Fusion HS.

Una masa de 75 ng de los plasmidios peGFPC1-Htt588-mRFP fue incubada con tampén
de reaccion PfuUltra™ 11 10x, dNTPs 0,25 mM de cada uno, partidores 0,2 pM cada
uno y 1 pl de enzima ADN polimerasa PfuUltra™ II (Stratagene), en un volumen final
de 50 pl. Los partidores utilizados en la reaccion fueron: partidor sentido
5’TTGAATTCATGGCGACCCTGGAAAAGCS3’ y partidor antisentido
S’TTAGATCTTTATCTAGAGGCGCCGGTG3', con sitios de restriccion para las
endonucleasas EcoRI y BgllI respectivamente.

El programa de PCR utilizado fue el siguiente: Un periodo de denaturacién de 2 minutos
a 95°C, 30 ciclos de amplificacion con periodos de denaturacion, hibridaciéon y
elongacién de 20 segundos a 95°C, 20 segundos a 57°C y 30 segundos a 72°C,
respectivamente y un periodo de elongacion final de 3 minutos a 72°C. Los productos de

PCR fueron resueltos en geles de agarosa 1% con bromuro de etidio 1 pg/mla 100 V.

b. PCR convencional.
Un volumen de 1 pl de ADN conteniendo entre 5 y 100 ng fue incubado junto con 12,5
ul de Go Taq Master Mix (Promega), partidores 1 pM cada uno, en un volumen final de
25 pl. Los partidores utilizados para la reaccion fueron disefiados para amplificar una
region central de 124 pb Htt Humana por PCR en tiempo real y sus secuencias son:
sentido (Htt-RT-SN) 5 ’ACAAT‘GTTGTGACCGGAGC3’ y antisentido (Htt-RT-AS)

5S’GACTCCTCCTTAGCAGCGG3’.
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El programa de PCR utilizado fue el siguiente: Un periodo de denaturacion de 3 minutos
a 94°C, 30 ciclos de amplificacion con periodos de denaturacion, hibridacién y
elongacion de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C y 1 minuto a 72°C,
respectivamente y un periodo de elongacion final de 3 minutos a 72°C. Los productos de

PCR fueron resueltos en geles de agarosa 1% con bromuro de etidio 1 pg/mla 100 V.

c. PCR en tiempo real (qPCR).
Un volumen de 4 pl de una dilucién 1:40 de ADNc o 1 pl en el caso de ADN plasmidial,
fue incubado con tamp6én SYBR Mix 10x, dNTPs 0,16 mM cada uno, SYBRgreen 100x,
partidores 0,1 pM cada uno y 0,25 pl de enzima GO Taq® Flexi (Promega) en un
volumen final de 25 pl. Los partidores utilizados fueron Hit-RT-SN y Hitt-RT-AS,
descritos previamente, y partidores disefiados para amplificar una regién de 87pb del
factor de transcripcién XBP1 cuyas secuencias son: sentido (mXBP-551-S-RT)
S’TTGTCACCTCCCCAGAACATC3’ y antisentido (mXBP-638-A-RT)
S’TCCAGAATGCCCAAAAGGAT?3’. El programa de PCR utilizado fue el siguiente:
un ciclo de denaturacién de 10 minutos a 95°C, 35 ciclos de 15 segundos a 95°C, 15
segundos a 57°C y 15 segundos a 72°C y un ciclo final de 10 segundos a 95°C, 5

segundos a 25°C, 1 segundo a 70°C y 1 segundo a 95°C en un sistema ABI PRISM 7700

de Applied Biosystems.
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VI.2.3. Purificacién de ADN plasmidial.

a. Extracciéon de ADN plasmidial por fenol: cloroformo.
El ADN plasmidial fue purificado por extraccién doble, tomando 50 pl de solucion de
CsCl conteniendo las particulas virales AAV o 5 pl de la solucién viral concentrada. La
solucién conteniendo las particulas virales fue aforada a 100 pl con agua libre de
nucleasas y la mitad del volumen de Fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (Invitrogen)
fue agregada. La solucion fue agitada en vortex y centrifugada a maxima velocidad por 5
minutos a 4°C. La fraccion acuosa de aproximadamente 90 pl fue recuperada. El
procedimiento fue repetido agregando la mitad del volumen de fenol: cloroformo:

alcohol isoamilico.

b. Extracciéon de ADN plasmidial por kit.
El ADN plasmidial fue extraido utilizando las columnas de purificaciéon de ADN
plasmidial de los kits QIAGEN Plasmid Mini, Midi y Maxi Kits, siguiendo las

instrucciones del proveedor.

VI1.2.4. Digestion de ADN plasmidial.
EL ADN plasmidial (entre 200 ng y 1 pg) fue digerido utilizando 6UE de las
endonucleasas EcoRI, BglIl, Notl y Xhol (New England BioLabs®) en un volumen final
de 20 a 100 pl, durante 16 horas a 37°C. Digestiones secuenciales de ADN plasmidial
fueron realizadas, utilizando como primera endonucleasa aquella con sélo un sitio de

corte en el plasmidio. La reaccién fue incubada 4 horas a 37°C al cabo de las cuales la
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segunda endonucleasa fue agregada. La reacciéon completa fue incubada durante 16
horas a 37°C. Los fragmentos de restriccion fueron resueltos en geles de agarosa al 0,8%

con bromuro de etidio 0,1 pg/mla 100 V.

VIL.2.5. Purificacion de ADN a partir de gel de agarosa.
Las bandas de ADN en el gel de agarosa fueron visualizadas utilizando luz UV al 70%.
El ADN fue purificado del gel utilizando el kit QIAquick Gel Extraction Kit

(QIAGEN®).

VI.2.6. Ligacion de fragmentos de PCR en vector pCR®BluntTOPO®.
Los fragmentos hHtt588-mRFP (Htt588-mRFP) amplificados por PCR fueron clonados
en el vector pCR®BluntTOPO® (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del proveedor.
Un volumen de 4 pl de la reaccién de PCR producidos por la enzima PfuUltra™ 11 fue
mezclado con 1 pl de solucién salina y 1 pl del vector pPCR®BluntTOPO®. La solucién
fue agitada manualmente e incubada por 5 minuios a temperatura ambiente. Las
bacteﬁas quimiocompetentes fueron transformadas con 2 pl de la reaccién de clonacién
y fueron sembradas en placas con medio LB agar suplementadas con Kanamicina 50

pg/ml. Las bacterias fueron incubadas 16 horas a 37°C.

VI1.2.7. Ligacién de fragmentos de ADN en vectores de expresion.
Los fragmentos de ADN correspondientes al backbone del plasmidio de expresién
PAAV2-CMV (pAAV) y a los insertos Htt588Q95-mRFP o Hit588Q17-mRFP fueron

ligados utilizando dos proporciones diferentes de backbone e inserto. Voltimenes de 2 ul
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0 6 pl del backbone purificado fueron mezclados con 15 ul u 11 pl de inserto purificado
y 1 pl de ADN Ligasa T4 (New England BioLabs®). La reaccién fue llevada a cabo en
un volumen final de 20 ul durante 16 horas a 16°C. Al cabo de 16 horas, 0,2 ul de ADN
Ligasa T4 fueron agregados a cada reaccion y éstas fueron incubadas por 1 hora a
temperatura ambiente.

Tres alicuotas de 30 pl de bacterias quimiocompetentes fueron transformadas, para cada
reaccion de ligacion descrita anteriormente. Cada trasformacion fue realizada con 5 pl
de la reaccion de ligacion, siguiendo el protocolo ya descrito. Las bacterias fueron
centrifugadas a 2.000 rpm por 5 minutos, los precipitados correspondientes a la misma
trasformacién fueron juntados, resuspendidos en 100 pl de medio SOC y sembrados en
placas con medio LB agar suplementadas con Ampicilina 200 pg/ml. Las bacterias
fueron incubadas por 16 horas a 37°C. Dos colonias por condicién fueron seleccionadas

para verificar la correcta ligacién mediante analisis de restriccion.

VI.2.8. Secuenciacion.

Los plasmidios pCR®BluntTOPO®-Htt588-mRFP y peGFPC1-Htt588-mRFP fueron
secuenciados en Centro de Cancer Dana-Farber (Harvard) utilizando los partidores
internos a Hit: sentido (Htt int Fw) 5°CTGGACAAGCTGCTCTG3’ y antisentido
(Htt_int Rv) 5>GCACTCAAGAAGGACAC3’ y los partidores externos a la secuencia
Htt588-mRFP M13Rv y MI3Fw, en el caso de los plasmidios pCR®BluntTOPO® y
sentido (Htt mRFP_ext Fw) 5’ACCTCTACAAATGTGGTATGGC3’ y antisentido
(Htt mRFP_ext Rv) 5’GCAGAGCTGGTTTAGTG3’, en el caso de los plasmidios

originales.
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VI.2.9. Cultivo celular.

Las células fueron mantenidas a 37°C en una atmosfera hiimeda con 5% de CO; en
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM). Suplementadas con 5-10% de suero
fetal bovino (SFB), glutamina 1 mM, penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 pg/ml.

Las células fueron subcultivadas al alcanzar confluencia.

V1.2.10. Transfeccion de lineas celulares.

a. Transfeccion de lineas celulares por fosfato de calcio.

Las células fueron sembradas en placas de 100mm. El medio de cultivo fue reemplazado
por 8ml de medio DMEM fresco con 10% SFB al alcanzar 60-70% de confluencia y
luego de 2 horas las células fueron transfectadas. Una masa de 10 pg de ADN fue
mezclada con 1ml de CaCl, 25 mM. Un volumen de 1 mL de tampoén salino HEPES 2x
pH 7,1 (HEPES 50mM, NaCl 280mM, Na,HPO4 1,5 mM) fue agregado gota a gotaa la
mezcla ADN/Ca®*, agitando en vortex constantemente. La solucién fue incubaba a
temperatura ambiente por 5 minutos. Un volumen de 2 ml de la solucién CaCl,/ADN fue
agregada gota a gota a la placa de cultivo cubriendo la totalidad de la superficie y
agitando constantemente.

El medio de cultivo fue reemplazado por medio DMEM fresco suplementado con 10%
SFB luego de 24 horas post transfeccion. Para transfecciones en placas de menor
tamafio, el volumen de los reactivos fue calculado proporcionalmente al volumen de

medio de cultivo a utilizar.
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b. Transfeccién de lineas celulares por Effectene.
Las células fueron sembradas en pocillos de 60 mm sobre cubreobjetos de 10 mm de
didmetro a una concentracién de 100.000 células/ml. Luego de 24 horas, 0,6 pg de ADN
fueron mezclados con 3,2 pl de Enhancer y el volumen de reaccion fue aforado a 100 pl
con tampon EC. La mezcla fue agitada en vorfex durante 15 segundos e incubada a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Un volumen de 10 pl de Effectene fue
agregado a la mezcla y ésta fue agitada 10 segundos e incubada a temperatura ambiente
durante 15 minutos. La solucién fue mezclada con 600 pl de medio DMEM 10% SFB y
690 pl de la mezcla fueron agregados gota a gota a la placa de cultivo, cubriendo la

totalidad de la superficie.

VI.2.11. Western Blot.

Las células fueron colectadas utilizando un cell scraper y centrifugadas a 2.000 rpm por
5 minutos a 4°C. El precipitado celular fue resuspendido en tamp6n RIPA o Tritén 1x,
ambos suplementados con inhibidor de proteasas (Roche). Las células fueron
homogeneizadas por sonicacion 3 veces durante 5 segundos y se determiné la
concentracién de proteinas utilizando el ki Pierce® BCA Protein Assay.

Una masa de 30-50 pg de proteinas totales fue mezclada con tampén de carga 5x (Tris-
HCI pH 8,0 50mM, SDS 2%, DTT 100mM, azul de bromofenol 0,01%, glicerol 10%),
las muestras fueron incubadas a 95°C durante 5 minutos y cargadas en un geles de
poliacrilamida 8% preparados segin las siguientes concentraciones descritas por el
método de Laemmli (1970): Gel separador: Tris-HCI 0.38M pH 8,3, acrilamida-bis-

acrilamida 8%, SDS 0,1%, persulfato de amonio 0,1% y TEMED 0,06%. Gel
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espaciador: Tris-HCl 0,06 M pH 6.8, acrilamida-bis-acrilamida 5%, SDS 0,1%,
persulfato de amonio 0,1% y TEMED 0,06%. La electroforesis fue realizada en tampon
de corrida (Tris 25 mM, glicina 250 mM y SDS 0,1%) a un voltaje constante de 80V
hasta que el frente iénico penetrara en el gel separador y luego a 100V, hasta la caida del
mismo.

Las proteinas fueron transferidas a una membrana de PVDF en tampodn de transferencia
(Tris 25 mM, glicina 250 mM, SDS 0,1% y metanol 20%) a 100V durante 2 horas en
frio. La membrana fue incubada en solucién de bloqueo (leche 0% grasa al 5% en PBS-
Tween) durante una hora a temperatura ambiente y luego, con el anticuerpo primario
EM48 (Millipore) 1:500 por 16 horas a 4°C o con el anticuerpo anti-XBP1 (L.
Glimcher) 1:500 durante 2 horas a temperatura ambiente, diluidos en solucién de
bloqueo.

La membrana fue lavada 3 veces con PBS-Tween durante 10 minutos e incubada con el
anticuerpo secundario a-mouse-HRP o a-rabbit-HRP (Invitrogen) 1:3.000, seglin
correspondiera, por una hora a temperatura ambiente. La membrana fue lavada 3 veces
con PBS-Tween durante 5 minutos.

Las membranas fueron reveladas sobre peliculas fotograficas de radiografia Super HR-U

(Fujifilm) utilizando el kit Pierce® ECL Western Blotting Substrate.

VI1.2.12. Ensayo de Luciferasa.
El ensayo de Luciferasa fue realizado utilizando el it Dual-Luciferase® Reporter Assay
System (Promega) segin las instrucciones del proveedor. Las células N2A fueron

sembradas en placas de 12 pocillos a una concentracién de 100.000 células/mL. Al cabo
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de 24 horas, las células fueron transfectadas con los plasmidios Renila (0,02 pg), UPRE-
Luc (0,2 pg) y pAAV2-CMV-XBP1s-Efla-GFP (pAAV-XBP1s-GFF), pAAV2-CMV-
eGFP (pAAV-eGFP), pCADN3-XBP1s o pCADN3 (0,2 pg) utilizando el método de
Effectene. El medio de cultivo fue retirado 48 horas post-transfeccion y las células
fueron lavadas con PBS 1x. Un volumen de 250 pul de tampon pasivo de lisis fue
agregado a las células y la solucion fue incubada durante 15 minutos a temperatura
ambiente con agitacion. Un volumen de 20 pl de células lisadas fue agregado a 100 pl
de sustrato LARII, la mezcla fue agitada en vorfex. La luminiscencia de UPRE-Luc fue
medida. Un volumen de 100 pl de Stop&Glo fue agregado a la mezcla y ésta fue agitada
en vortex. La luminiscencia de Renila fue medida. El ensayo fue realizado en un
Luminémetro FB 12 de Berthold Detection Systems, con periodos de medicion de 10
segundos y un periodo previo de espera de 2 segundos. Los valores relativos de

luminiscencia fueron calculados utilizando la razén:

TLum = Luttyprs 1y
L umReniIa

VI.2.13. Sintesis de ADNc.
El ARN total fue extraido utilizando TRIzol® (Invitrogen), segin el protocolo del
fabricante. E1 ADNc fue sintetizado utilizando el %it iScript cDNA synthesis (BioRad).
Una masa 1 pg de ARN fue incubado con tamp6n RT Buffer 10x, dNTPs 1mM cada
uno, partidores oligo dT 10x cada uno y 1 pl de enzima Transcriptasa reversa en un
volumen final de 20 pl, durante 5 minutos a 25°C, 45 minutos a 44°C y finalmente 5

minutos a 85°C.
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V1.2.14. Produccién y purificacién de virus AAV recombinantes.

La produccion de virus fue realizada siguiendo el protocolo AAV-Helper-Free System
(Stratagene). Las células HEK 293 fueron sembradas en 20 placas de 100mm con medio
DMEM suplementado con 5% SFB. El medio de cultivo fue reemplazado por 8ml de
medio DMEN con 5% SFB fresco al alcanzar un 60-70% de confluencia. Las células
fueron transfectadas al cabo de 2 horas, con 10 pg de cada uno de los plasmidios pAAV-
RC, pAAV-Helper y uno de los plasmidios de expresion pAAV2-CMV-Hit588Q95-
mRFP (pAAV-Htt588Q95-mRFP) o pAAV2-CMV-Hit588Q17-mRFP (pAAV-
Htt588Q17-mRFP), por el método de Fosfato de Calcio. El medio de cultivo fue
reemplazado 24 y 48 horas post-transfeccién por medio DMEN 5% SFB fresco. Las
células fueron cosechadas 72 horas post transfeccién, por resuspensiéon en el mismo
medio de cultivo. Las células fueron colectadas en tubos de 50 ml y centrifugadas a
5.000 rpm por 5 minutos. El precipitado celular correspondiente a las 20 placas
transfectadas con el mismo plasmidio de expresion, fue lavado 2 veces con 5 ml de PBS
1x autoclavado. Las células fueron resuspendidas en 5 ml de PBS 1x autoclavado y
congeladas rdpidamente en etanol sobreenfriado a -80°C para su almacenaje (Figura
2A).

La purificacion de las particulas virales AAV fue realizada por gradiente en columnas de
CsCl segtn el protocolo descrito por Grieger (Grieger et al., 2006). Las células fueron
lisadas con 5 ciclos de descongelamiento/congelamiento a 37°C/-80°C y agitadas en
vortex entre cada ciclo. El lisado celular fue tratado con 50 UE de ADNasa (Sigma) y de
ARNasa (Sigma) e incubado por una hora a 37°C. La reaccién fue centrifugada a 3.000

g por 15 minutos y el sobrenadante fue filtrado en filtros GyroDisc CA-PC de 0,45 pwm
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(Orange Scientific). El filtrado celular fue aforado a 22 mL con PBS 1x y mezclado con
13 g de CsCl. Los tubos de centrifugacion de Polialomero (Beckman) fueron
equilibrados con 11ml aproximadamente de cada solucion de virus mas CsCl. La
solucion de CsCl fue centrifugada a 60.000-75.000 rpm durante 15 horas a 4°C.

Cada tubo de centrifugacion fue perforado en la zona inferior con una aguja,
aproximadamente a lcm de distancia del fondo, permitiendo la elusién del CsCl.
Fracciones de entre 1 y 1,5 ml de CsCl fueron colectadas. Las 2 o 3 primeras fracciones
fueron cargadas en bolsas de didlisis Slide-A-Lyzer® Dialisis Cassette (Thermo
Scientific) y dializadas contra PBS 1x durante 16 horas a 4°C con agitacion.

El ADN de cada una de las fracciones dializadas fue extraido mediante extraccién doble
con Fenol: cloroformo y diluciones seriadas de ADN entre 1:10 y 1:1.000 fueron
preparadas en agua libre de nucleasas. Un ensayo de PCR convencional fue realizado
con 1pl de cada dilucién. Las fracciones positivas fueron juntadas y concentradas a un
volumen final de 150pl en tubos Amicon® Ultra-4 (Millipore) a 3500 g por 10 minutos

(Figura 2B).

VL.2.15. Titulacién de los virus AAYV.
La titulacién de los virus fue realizada en base al protocolo descrito previamente por
Rohr (Rohr et al., 2002), para lo cual se realizé una purificacién de ADN a partir del
concentrado viral por extraccion doble con Fenol: cloroformo. Diluciones seriadas de
1:10 y 1:100 fueron preparadas a partir del ADN purificado.
Una curva de calibracién fue realizada con una masa entre 10™ y 10* pg de ADN del

plasmidio pAAV-H1t588-mRFP correspondiente a cada virus. El niimero de copias de
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ADN equivalente para cada uno de estos valores, fue calculado utilizando la siguiente

ecuacion:

% %1023
#CopzasADN = (MasaADN) (67 022 1210 ) *9
(# pb)* (660)*(10™)

En esta ecuacién se considera la masa de ADN expresada en pg, un peso molecular
promedio de 660g/mol por cada par de bases y que un plasmidio es una doble hebra
circular de ADN.

El ciclo de amplificacion (Ct) del ensayo de PCR en tiempo real (qQPCR) fue graficado
en funcién del niimero de copias de ADN presentes en la reaccion (Tabla 2). El nimero
de copias de ADN presentes en cada reaccion de PCR fue calculado Para determinar el
titulo de cada uno de los virus. Para esto, el valor promedio del Ct (entre duplicados) fue
interpolado en la curva estdndar realizada con los plasmidios pAAV-Hit588-mRFP
correspondientes. Los valores obtenidos fueron corregidos por el factor de dilucién de
cada preparacion y promediados para obtener el namero de copias de ADN viral en la

solucién de ADN purificado. Finalmente, éste tiltimo valor fue corregido por el factor de

dilucién 20, producto de la purificacién de ADN a partir del concentrado viral.
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Figura 2. Diagrama de produccién de virus adeno-asociados.

Esquema del proceso de produccion de particulas virales AAV para su utilizacion in vivo. (A) Obtencion
de las particulas virales. Las células HEK 293 fueron transfectadas con los plasmidios pRC, pHelper, y
pAAV. Las células fueron cosechadas 72 horas post-transfeccion y lisadas por 5 ciclos de
descongelamiento/congelamiento. (B) Purificacion de las particulas virales. El lisado celular fue cargado
en columnas de CsCl y centrifugado a 60.000-75.000 rpm durante 15 horas a 4°C. La columna de CsCl
fue eluida en fracciones de 1 a 1,5 ml. Las tres primeras fracciones fueron dializadas y concentradas. (C)
Determinacion del titulo viral. El concentrado viral fue titulado mediante qPCR. Imégenes obtenidas y

modificadas de Stratagene, 2008 y Grieger et al., 2006.
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VI1.2.16. Estereotaxis en la region del estriado en ratén.
Los animales fueron anestesiados por inyeccién intraperitoneal con una dosis de
Ketamina [100 ng/kg] y Xilacina [20 ng/kg]. La reaccién al dolor fue medida
presionando la cola y las extremidades. Una vez anestesiados, los animales fueron
posicionados en el aparato estereotéxico fijando el hocico y las orejas para inmovilizar la
cabeza. La zona de corte fue limpiada con agua oxigenada y la piel fue abierta con un
bisturi, dejando el craneo expuesto. El craneo también fue limpiado con agua oxigenada
y perforado segiin las coordenadas correspondientes al estriado; +0,5 mm antero-
posterior, 2 mm lateral, respecto a Bregma (Machida et al., 2006). Los animales fueron
inyectados con los virus AAV2/2-CMV-Htt588Q95-mRFP (AAV-Hit588Q95-mRFP),
AAV2/2-CMV-mXBP1s-E1fa-GFP (AAV-XBP1s-GFP) y AAV2/2-CMV-eGFP (AAV-
¢GFP). La jeringa con la dosis de virus a utilizar; 2 pl o 4 pl, fue posicionada sobre Ia
perforacion y descendida hasta -3 mm dorso-ventral (Machida et al., 2006) a una
velocidad de 1 mm/min. El titulo de los virus utilizados fue de 1,13*10'* DRPs/ml y
7,52%107 genomas virales/ml para los virus AAV-XBP1s-GFP y AAV-eGFP,
respectivamente. El virus fue inyectado a una tasa de 1 pl/min, luego de 5 minutos la
aguja fue retirada lmm a una velocidad de 0,5 mm/min y se esperd un minuto.
Finalmente la aguja fue retirada lentamente. La piel de la cabeza fue sellada con sutura
quirurgica y los animales fueron dispuestos sobre una frazada calefaccionada para una
recuperacion mas rapida de la anestesia. Un total de 3 animales por grupo experimental
fue utilizado. Todos los procedimientos con animales vivos fueron realizados de acuerdo

a las normas bioéticas establecidas en el protocolo CBA#0306 FMUCH.
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VI.2.17. Fijacién y diseccién de tejido para analisis histolégico.

Los animales fireron sacrificados 2, 4 u 8 semanas post-inyeccién estereotdxica. Estos
fueron anestesiados por inyeccion intraperitoneal con una dosis de Ketamina [100 ng/kg]
y Xilacina [20 ng/kg] y perfundidos con 20 ml de suero fisioldgico (NaCl 0,9%) y
posteriormente con 20 ml de paraformaldehido 4%, pH 7,4 frio. Los cerebros fueron
extraidos, fijados en paraformaldehido por 16 horas a 4°C y luego deshidratados en
sacarosa 30% y azida de sodio 0,002%. Los cerebros fueron mantenidos a 4°C.

El tejido comprendiendo la region del estriado entre las coordenadas +2mm y -0,2mm
respecto a Bregma, fue montado sobre soportes metélicos con OCT (Optimal Cutting
Temperature) y cortado en secciones de 30 pm en un Cridstato Leica CM 1510 S. Las
criosecciones fueron colectadas cada 6 cortes y almacenadas en PBS1x y azida de sodio
0,002% a 4°C. Toda la regién del estriado entre las coordenadas +2 mm y -0,2 mm
respecto a Bregma fue analizada de forma pseudo-seriada, seleccionando un corte

histolégico por seccidn, es decir un corte histologico cada 30 o 180 pm.

VI1.2.18. Inmunofluorescencia.

a. Inmunofluorescencia en lineas celulares.
El cubreobjetos con las células adheridas fue extraido 24, 48 o 60 horas post-
transfeccion, lavado con PBS 1x, incubado en paraformaldehido 4% durante 10 minutos
¥y luego lavado con PBS 1x. El cubreobjetos fue incubado con Hoechst 1:1000 diluido en
PBS 1x durante 10 minutos y luego lavado 3 veces con PBS. El exceso de liquido fue

eliminado y el cubreobjetos fue montado en un portaobjetos sobre 3 pl de medio de
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montaje Vectashield®. El cubreobjetos fue sellado con esmalte y almacenado a 4°C

protegido de la luz.

b. Inmunofluorescencia en cortes histologicos.
Un corte histolégico cada 6 cortes fue seleccionado para el andlisis, abarcando toda la
region del estriado en estudio. Las criosecciones fueron montadas sobre vidrios VWR
Micro Slides Superfrost® Plus (VWR International) e incubados con solucién de bloqueo
(BSA 0,5%, Tritén 0,2% y Azida de Sodio 0,02% en PBS 1x) durante 2 horas a
temperatura ambiente. Luego, los cortes histolégicos fueron incubados con los
anticuerpos primarios anti-GFAP (Sigma) o anti-NeuN (Chemicon International) 1:500
diluidos en solucién de bloqueo durante 16 horas a 4°C. Los cortes fueron lavados 3
veces con PBS 1x por 10 minutos y luego incubados con el anticuerpo secundario Alexa

Fluor®

488 (Invitrogen) 1:500 diluido en solucion de bloqueo sin azida. Las
criosecciones fueron lavadas 3 veces con PBS 1x durante 10 minutos e incubadas con
Hoechst 1:1.000 por 10 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, los cortes
montados fueron lavados 2 veces con PBS 1x durante 10 minutos. Un cubreobjetos fue

montado sobre los cortes adheridos al vidrio, utilizando medio de montaje Vectashield®.

Los cubreobjetos fueron sellados con esmalte y almacenados a 4°C protegidos de la luz.

VIL.2.19. Microscopia y analisis estadistico.
Las muestras fueron analizadas en un Microscopio Olympus BX61W1 con el lente
LUMPLFL20xW y LUMPL60xW (Olympus). Un anilisis manual de las células

transducidas fue realizado para determinar el porcentaje de agregacion de Htt mutante.
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Todas las células RFP positivas de cada corte histoldgico fueron contadas, distinguiendo
cualitativamente entre aquellas que presentaban inclusiones pequefias o inclusiones
grandes y células sin inclusiones (ver ejemplos en Figura 11). Los porcentajes de
agregacion fueron calculados en base al total de células RFP positivas.

En el caso de las coinyecciones con los virus AAV-Hitt588Q95-mRFP y AAV-XBPIs-
GFPo AAV-eGFP, el mismo andlisis fue realizado sélo considerando las células
cotransducidas (RFP y GFP positivas) en el lado ipsilateral. En el contralateral, sélo las
células RFP positivas fueron contabilizadas.

Los porcentajes de agregacion de los 3 animales por condicion fueron promediados y la
desviacion estdndar de la muestra fue calculada. Los datos fueron analizados

estadisticamente utilizando la prueba T de Student de 2 colas en el programa Microsoft®

Excel® 2010, con un nivel de significancia minimo p<0,05.




VII. RESULTADOS.

VIL.1. Clonamiento de las secuencias Hit5S88-mRFP en el vector de expresion
PAAYV.

A fin de generar en nuestro laboratorio vectores virales AAV para expresar Htt humana
mutante en el cerebro de ratones adultos, fue necesario clonar las secuencias codificantes
de las proteinas de fusion Htt588Q95-mRFP y Htt588Q17-mRFP a partir de los vectores
peGFPCI1-Htt588Q138-mRFP y peGFPC1-Htt588Q15-mRFP respectivamente, en el
vector de expresion pAAV2-CMV (pAAV). Las proteinas Htt mutante y silvestre
fusionadas a mRFP facilitan el andlisis de las muestras histolégicas por microscopia de
fluorescencia. En la Figura 3 se describe cada uno de los pasos del clonamiento. Las
secuencias fueron amplificadas por PCR con la enzima ADN polimerasa PfuUltra™ II y
resueltas en gel de agarosa. Las bandas correspondientes a las secuencias Htt588Q95-
mRFP (2700pb) y Hitt588Q17-mRFP (2500pb), fueron purificadas a partir del gel de
agarosa (dato no mostrado). Los fragmentos fueron clonados en el vector intermediario
pCR®BluntTOPO® y amplificados en E. coli. Este vector fue purificado y luego digerido
con la endonucleasa EcoRI liberando el inserto correspondiente a las secuencias
clonadas. Los fragmentos obtenidos poseen los tamafios esperados para Htt588Q95-
mRFP (2700pb) (Figura 3A, carril 1) y Htt588Q17-mRFP (2500pb) (Figura 3B, carril
1). Los vectores pAAV-eGFP y pCR®BluntTOPO®-Htt588-mRFP fueron digeridos,
secuencialmente, con las enzimas de restriccién BglIl y EcoRI. Los vectores digeridos
fueron resueltos en geles de agarosa y se purificaron las bandas de 2700, 2500, 4600 y

800pb correspondientes a Htt588Q95-mRFP, Hit588Q17-mRFP, al backbone del vector
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de expresion pAAV y eGFP, respectivamente (Figura 3A y B). Los fragmentos
Hitt588Q95-mRFP y Htt588Q17-mRFP con extremos adhesivos, fueron ligados al vector
de expresion pAAV. Los vectores pAAV-Htt588-mRFP fueron amplificados en E. coli y
purificados. Finalmente, estos plasmidios fueron redigeridos con las endonucleasas BglII
y EcoRI y Notl y Xhol, con el objetivo de comprobar la correcta insercién de las
secuencias Htt588-mRFP (Figura 3A, carriles 8 y 9 y Figura 3B, carriles 5 y 6). La
enzima de restriccion Notl posee dos sitios de corte en el plasmidio pAAV2-CMV-
Htt588-mRFP (pAAV-Htt588-mRFP), lo que da origen a 3 fragmentos de restriccion en
una digestion conjunta con Xhol. En la Figura 3A se muestra el procedimiento realizado
para uno de los cuatro clones obtenidos para el plasmidio pCR®BluntTOPO®-
Htt588Q95-mRFP. En la Figura 4 se indican todos los sitios de restriccion utilizados
durante el clonamiento.

Los plasmidios pCR®BluntTOPO®-Hit588-mRFP fueron secuenciados, revelando la
presencia de s6lo 95 codones CAG o CAA, ambos codificantes para Glutamina, en el
plasmidio pCR®BluntTOPO®-Htt588Q95-mRFP en lugar de 138 (Figura Sy Figura 6) y
de 17 codones CAG o CAA en el plasmidio pCR®BluntTOPO®-H1t588Q17-mRFP en
lugar de 15 (dato no mostrado), como habia sido descrito para los plasmidios originales.
Por lo mismo, los plasmidios originales peGFPC1-Htt588-mRFP también fueron

secuenciados, corroborando el resultado anterior (dato no mostrado).
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Figura 3. Digestiones secuenciales de los plasmidios pCR®BluntTOPO®-Htt588-mRFP y PAAV-
Hitt588-mRFP.

Electroforesis de los fragmentos de digestion de los plasmidios pCR®BluntTOPO® y pAAV con las
endonucleasas EcoRI, Bglll, Notl y Xhol en gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio. (A)
Clonamiento del fragmento Htt588Q95-mRFP en el plasmidio pCR®BluntTOPO® (carriles 1-4) y
subclonamiento en el plasmidio de expresiéon pAAV (carriles 5-9). Plasmidio pCR®BluntTOPO®-
Hitt588Q95-mRFP digerido con EcoRI (carril 1), sin digerir (carril 2), BgllI (carril 3) y BglII/EcoRI (carril
4). Plasmidio pAAV-eGFP sin digerir (carril 5), digerido con BglII (carril 6) y BglII/EcoRI (carril 7).
Plasmidio pAAV-Ht588Q95-mRFP digerido con BgIII/EcoRI (carril 8) y Notl/Xhol (carril9). (B)
Clonamiento del fragmento Htt588Q17-mRFP en el plasmidio pCR®BluntTOPO® (carriles 1-4) y
subclonamiento en el plasmidio de expresion pAAV (carriles 5 y 6). Plasmidio pCR®BluntTOPO®-
Htt588Q17-mRFP digerido EcoRI (carril 1), sin digerir (carril 2), BglII (carril 3) y BglII/EcoRI (carril 4).

Plasmidio pAAV-Htt588Q17-mRFP digerido con BgIII/EcoRI (carril 5) y Notl/Xhol (carril 6).
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Figura 4. Mapa del vector pAAV-Htt588Q95-mRFP.

Posiciones de los sitios de restriccion del plasmidio pAAV-Htt588Q95-mRFP utilizados durante el
clonamiento. El mapa es equivalente para el vector pAAV-Htt588Q17-mRFP considerando una region
CAG de 17 codones. = Promotor de Citomegalovirus Humano (CMV), =~ Gen de resistencia a ampicilina,
m Secuencia codificante de los primeros 588 aminoécidos de la proteina mutante HttQ95, m Secuencia

codificante para la proteina fluorescente roja RFP.
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CCTTCTGCCGTGCCTGACTCGAACAAGCAAGAGACCCGAAGAATCAGTCCAGGAGACCTTGGCTGCAGCTGTTCCCAAAATTATGG
CTTCTTTTGGCAATTTTGCAAATGACAATGAAATTAAGGTTTTGTTAAAGGCCTTCATAGCGAACCTGAAGTCAAGCTCCCCCACC
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CCTTAACAGCCTCAGTGAAGGATGAGATCAGTGGAGAGCTGGCTGCTTCTTCAGGGGTTTCCACTCCAGGGTCAGCAGGTCATGAC
ATCATCACAGAACAGCCACGGTCACAGCACACACTGCAGGCGGACTCAGTGGATCTGGCCAGCTGTGACTTGACAAGCTCTGCCAC
TGATGGGGATGAGGAGGATATCTTGAGCCACAGCTCCAGCCAGGTCAGCGCCGTCCCATCTGACCCTGCCATGGACCTGAATGATG
GGACCCAGGCCTCGTCGCCCATCAGCGACAGCTCCCAGACCACCACCGAAGGGCCTGATTCAGCTGTTACCCCTTCAGACAGTTCT
GAAATTGTGTTAGACGGTACCGCGGGCCCGGGATCC ) ATGGCCTCCTCCGAGGACGTCATCAAGGAGTTCATGCGCTTCAAGGTG
CGCATGGAGGGCTCCGTGAACGGCCACGAGTTCGAGATCGAGGGCGAGGGCGAGGGCCGCCCCTACGAGGGCACCCAGACCGCCAA
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AGCACCCCGCCGACATCCCCGACTACTTGAAGCTGTCCTTCCCCGAGGGCTTCAAGTGGGAGCGCGTGATGAACTTCGAGGACGGC
GGCGTGGTGACCGTGACCCAGGACTCCTCCCTGCAGGACGGCGAGTTCATC TACAAGGTGAAGCTGCGCGGCACCAACTTCCCCTC
CGACGGCCCCGTAATGCAGAAGAAGACCATGGGCTGGGAGGCCTCCACCGAGCGGATGTACCCCGAGGACGGCGCCCTGAAGGGCG
AGATCAAGATGAGGCTGAAGCTGAAGGACGGCGGCCACTACGACGCCGAGGTCAAGACCACCTACATGGCCAAGAAGCCCGTGCAG
CTGCCCGGCGCCTACAAGACCGACATCAAGCTGGACATCACCTCCCACAACGAGGACTACACCATCGTGGAACAGTACGAGCGCGC
CGAGGGCCGCCACTCCACCGGCGCCTCTAGATAAAGATCT ‘Y ARCCTGAAT TCTGCAGATATCCATCACACTGGCGGCCGCTCGAG
CATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCT

Figura 5. Secuenciacién del plasmidio pCR*BluntTOPO®-Htt588Q95-mRFP con los partidores
M13Fw y M13Rv y partidores internos para Htt.

Secuencia del inserto Hitt588Q95-mRFP en el plasmidio pCR*BluntTOPO® = Secuencia
correspondiente al plasmidio pCR*BluntTOPO® m secuencia codificante para los primeros 588 a
aminoacidos de Htt m secuencia codificante para mRFP, m expansion del codén CAG, m'" sitio de unién
del partidor Htt_int_Rv, @ sitio de uni6n del partidor Htt_int Fw m" sitio de Restriccién EcoRI, m®

Sitio de Restriccién Xhol, m® Sitio de Restriccion BamHI, w Sitio de Restriccion BglIl.
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PPPPPQLPQPPPQAQPLLPQPQPPPPPPPPPPGPAVAEE PLHRPKKELSATKKDRVNHCLTICENIVAQSVRNS PE FQKLLGIAME
LFLLCSDDAESDVRMVADE CLNKVIKALMDSNLPRLOLELYKE IKKNGAPRSLRAALWRFAELAHLVRPQKCRPYLVNLLPCLTRT
SKRPEESVQETLAAAVPKIMASFGNFANDNE IKVLLKAFIANLKSSSPTIRRTAAGSAVSICQHSRRTQYFY SWLLNVLLGLLVPV
EDEHSTLLILGVLLTLRYLVPLLOQQVKDTSLKGSFGVTRKEMEVSPSAEQLVQVYELTLHHTQHQDHNVVTGALELLQQLFRTPP
PELLQTLTAVGGIGQLTAAKEESGGRSRSGSIVELIAGGGSSCSPVLSRKQKGKVLLGEEEALEDDSESRSDVSSSALTASVKDE I
SGELAASSGVSTPGSAGHDIITEQPRSQHTLOADSVDLASCDLTSSATDGDEEDILSHSSSQVSAVPSDPAMDLNDGTQASSPISD
SSQTTTEGPDSAVTPSDSSE IVLDGTAGPGSMASSEDVIKE FMRFKVRME GSVNGHEFE IEGEGEGRPYEGTQTAKLKVTKGGPLP
FAWDILSPQFQYGSKAYVKHPADIPDYLKLSFPEGFKWERVMNFEDGGVVTVTQDSSLQODGEFIYKVKLRGTNFPSDGPVMQKKTM
GWEASTERMYPEDGALKGE IKMRLKLKDGGHYDAEVKT TYMAKKPVQLPGAYKTDIKLDITSHNEDY TIVEQYERAEGRHSTGASR

Figura 6. Secuencia aminoacidica de la proteina de fusion Htt588Q95-mRFP.
Secuencia correspondiente a la proteina de fusion Htt588Q95-mRFP. m Htt588Q95 m expansion de la

region poli-Glutamina, m mRFP.

VIL.2. Expresion de las proteinas de fusion Htt588-mRFP en lineas celulares.
Con el objeto de corroborar la expresion de Htt mediada por los plasmidios generados,
las células N2A y HEK 293 fueron transfectadas con los plasmidios pAAV-Htt588-
mRFP. La expresion de Htt tanto en células N2A como en HEK 293 transfectadas con
los plasmidios pAAV-Htt588-mRFP, fue verificada 48 post-transfeccion mediante
ensayo de Western Blot, utilizando el anticuerpo EMA48 especifico para Htt. Las
proteinas de fusion, Htt588Q95-mRFP y Htt588Q17-mRFP poseen un tamafio esperado
de ~100 KDa y ~90 KDa, respectivamente, determinado con el programa Compute
PI/Mw tool de ExXPASy Proteomics Server. Las bandas correspondientes a Htt obtenidas
por ensayo de Western Blot poseian un tamafio mayor a 130 KDa para la proteina
Htt588Q95-mRFP y mayor a 100 KDa para Htt588Q17-mRFP (Figura 7A y B).

Luego de transfectar las células con el plasmidio pAAV-Htt58895-mRFP por 48 horas
fue posible observar la presencia de inclusiones de gran tamafio en el citoplasma celular.
Estas inclusiones fueron principalmente tUnicas y de gran tamafio. Las células

transfectadas con el plasmidio pAAV-Htt588Q17-mRFP no presentaron inclusiones,
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observandose una distribucion homogénea de RFP en el citoplasma celular (Figura 7C).
El mismo patrén fue observado en células HEK 293, 24 y 48 horas post-transfeccion

(dato no mostrado).

A B
N2A HEK
KDa  NT HtQ95 HttQ17 KDa NT  HitQ95 HttQ17
170 = % 175 = . » HttQ95
-— > HitQ95
130 = > HitQ17 - > HuQl17
95 = 80 —
95 = Prmmep—p—— RN 16 o S e > o-tubulina
C HttQ95 HttQ95 HttQ17

Figura 7. Expresion de los constructos pAAV-Htt588Q95-mRFP y pAAV-Htt588Q17-mRFP en
lineas celulares.

Las células N2A y HEK 293 fueron transfectadas con los plasmidios pAAV-Htt588Q95-mRFP (HttQ95)
y pAAV-Htt588Q17-mRFP (HttQ17). La expresién de las proteinas de fusion en la células N2A fue
detectada al cabo de 48 horas mediante Western Blot (A) e Inmunofluorescencia (C), y mediante Western
Blot en células HEK 293 (B). Los triangulos indican inclusiones en el citoplasma celular. La barra de

escala corresponde a 20pm.
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VIL3. Titulacién de los virus AAV-Htt588-mRFP.
Luego del proceso de produccion y purificacion de los virus AAV-Htt588-mRFP, fue
necesario determinar su titulo segin el protocolo descrito previamente en la seccién
materiales y métodos. Para ello, una curva de calibracién del ciclo de amplificacion por
gPCR (Ct) fue construida en funcién del nimero de copias de ADN de los plasmidios
PAAV-Htt588-mRFP presentes en la reaccion. Los valores obtenidos para la curva

estandar se especifican en la Tabla 2.

Tabla 2. Curva estindar de ADN utilizada en la titulacién de los virus AAV.

PAAV-H{t588Q95-mRFP pAAV-Htt588Q17-mRFP

Masa ADN Copias Copias
(r2) ADN Ctprom ADN Cterom
1*10™ 2,51*10° 29,38 2,59%10° 30,76
1*107 2,51*10% 25,46 2,59%10° 24,93
1*10° 2,51*10* 18,12 2,59*10* 17,92
1*10° 2,51*10° 11,45 2,59%10° 12,10
1*10* 2,51*10% 6,45 2,59*10% 6,65

Numero de copias de ADN calculado a partir de la masa de plasmidio utilizada en la construccién de la

curva estandar con el plasmidio pAAYV correspondiente a cada preparacién viral,

Las siguientes ecuaciones fueron obtenidas para las curvas estandar aplicando la funcién

de regresion lineal a los datos obtenidos por qPCR:
AAV-Htt588Q95-mRFP:  -Ct=-1,3In(#CopiasADN)+31,336
AAV-Htt588Q17-mRFP:  Ct=-1,326In(# CopiasADN)+31,945

Los valores de R? para las curvas de calibracién fueron de 0,992 y 0,998,

respectivamente. Finalmente, el titulo viral fue calculado corrigiendo el valor promedio
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del niimero de copias de ADN (entre las preparaciones 1:10 y 1:100), por el factor de
dilucién 20, producto de la purificacion de ADN a partir del concentrado viral. El

calculo del titulo viral queda explicito en la Tabla 3.

Tabla 3. Calculo del titulo viral de los virus AAV-Htt588-mRFP.

Virus AAV  Preparacion Proﬁte dio C‘:l[));:s (Copias ADN)*f, (gel’nl;)l:::s) /)

Htt588Q95 1:10 10,55 8,79*10° 8,79*10’ -
mRFP 1:100 14,30 4,93*10° 4,93*107 ’

Htt588Q17 1:10 12,67 2,06%10° 2,06%10’ —
mRFP 1:100 15,18 3,11*10° 3,11*107 ’

Célculo del titulo viral de los virus AAV-Htt588-mRFP por interpolacion en la curva estandar realizada

con el plasmidio pAAV-Htt588-mRFP correspondiente a cada virus.

A , B
30 A 30 -
(d
« 20 4 « 20 1
Q | Q
10 + 10 -
0 T r r 0 T r r
1E+0 1E+3 1E+6 1E+9 1E+0 1E+3 1E+6 1E+9
Numero de Copias Numero de Copias

Figura 8. Determinacién del titulo viral de los virus AAV-Htt588Q95-mRFP y AAV-Htt588Q17-
mRFP.

Valor del ciclo de amplificacion por qPCR (Ct) en funcion del nimero de copias de ADN presentes en la
reaccion. (@) Curva estandar, (O) valor de Ct obtenido para la preparacion de virus 1:100, (@) valor de Ct
obtenido para la preparacion de virus 1:10, (‘) titulo viral calculado. (A) Titulacién del virus AAV-

Htt588Q95-mRFP. (B) Titulacion del virus AAV-Htt588Q17-mRFP.
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En producciones posteriores de particulas virales en nuestro laboratorio, se verificé que
el tiempo de tratamiento con ADNasa sugerido en el protocolo de purificacién (Grieger
et al., 2006) no es suficiente para degradar por completo los plasmidios pAAYV utilizados
en la generacion de las particulas virales. Por lo mismo se obtienen fracciones eluidas a
partir de la columna de CsCl positivas en la reaccién de PCR con partidores para Htt y
que no contienen particulas virales infectivas. Estas fracciones, conteniendo tanto
genomas virales empaquetados como no empaquetados, fueron concentradas y luego el
concentrado viral fue titulado por qPCR utilizando partidores especificos para Hit. Al
existir plasmidio pAAV-Htt588-mRFP en solucién, el titulo viral calculado esta

sobreestimado.

VIL.4. Expresion de la proteina de fusion Htt588Q95-mRFP in vivo.
La expresion in vivo de la proteina de fusion Htt mutante fue estudiada en una curva
temporal de 8 semanas, utilizando dosis virales de 2 pl (2,74*10° genomas virales) y 4
ul (5,48*10° genomas virales) del vector viral AAV-Htt588Q95-mRFP inyectadas por
estereotaxis en el estriado de ratones adultos. Los animales fueron sacrificados 2, 4 y 8
semanas post-operacion, perfundidos y el tejido cerebral fue preparado para histologia.
Los cortes de tejido representativos de toda la region del estriado fueron analizados por
inmunofluorescencia utilizando el marcador neuronal NeuN y con el marcador glial
GFAP (Figura 9A). El vector viral AAV-Htt588Q17-mRFP también fue inyectado en la
zona del estriado en ratones adultos utilizando una dosis de 2 pl (1,032%10° genomas

virales), sin embargo no se observaros células RFP positivas al cabo de 2 ni 4 semanas

post-inyeccion (dato no mostrado).
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Figura 9. Estrategia experimental utilizada para la generacion de un nuevo modelo animal de la EH
y para el estudio del efecto de la sobreexpresion de XBP1s sobre la agregacion de Htt mutante.

Ratones C57Bl/6j machos de entre 10 y 12 semanas de edad, tres por grupo experimental, fueron
inyectados intraestriatalmente con vectores virales AAV en las coordenadas AP: +0,5 mm, L: £2 mm y
DV: -3mm respecto a Bregma (*). (A) Estrategia experimental para generar el nuevo modelo animal de la
EH. Los animales fueron inyectados en el hemisferio ipsilateral con el virus AAV-Htt588Q95-mRFP. Los
animales fueron sacrificados 2, 4 u 8 semanas post-inyeccion y el tejido de la zona del estriado entre las
coordenadas AP: +2 mm y -0,2 mm fue analizado por inmunofluorescencia. Las células RFP positivas
fueron cuantificadas distinguiendo células con inclusiones pequefias, células con inclusiones grandes y
células sin inclusiones. (B) Estrategia experimental para evaluar el efecto de la sobreexpresion de XBP1s
sobre la agregacion de Htt mutante. los animales fueron coinyectados en el hemisferio ipsilateral con los
virus AAV-Htt588Q95-mRFP y AAV-XBP1s-GFP y en el hemisferio contralateral con los virus AAV-
Htt588Q95-mRFP y AAV-eGFP. Los animales fueron sacrificados 4 semanas post-inyeccion y se
cuantificaron las células RFP positivas con inclusiones en la region del estriado entre las coordenadas AP:

+2 mm y -0,2 mm respecto a Bregma en ambos hemisferios.

La Figura 10A muestra la colocalizacion de células RFP positivas con el marcador
NeuN. En el hemisferio inyectado tanto con el virus AAV-Htt588Q95-mRFP como con

una preparacion de virus AAV-Htt588Q17-mRFP no infectiva, se observa una fuerte
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marca de GFAP en toda la region del estriado analizada (Figura 10B paneles a y ¢) en
comparacion al hemisferio contralateral no inyectado (Figura 10B paneles b y d).

En los 3 tiempos evaluados, se evidencia la presencia de células RFP positivas en la
region del estriado inyectada con el virus AAV-Htt588Q95-mRFP, de las cuales un
porcentaje presenta inclusiones citoplasmaticas (Figura 11). Las inclusiones pueden ser
clasificadas en 2 tipos dependiendo del didmetro de éstas: inclusiones pequefias (Figura
11a) e inclusiones grandes (Figura 11b). Existe una tercera poblacion de células que no

presenta inclusiones, mostrando un patrén de expresion de Htt difuso (Figura 11c).
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Figura 10. Inmunofluorescencia en cortes histologicos de cerebros transducidos con los virus AAV-
Htt588-mRFP.

Imagen representativa del tejido cerebral correspondiente a la zona del estriado de un animal inyectado
estereotdxicamente con 2 pl del virus AAV-Htt588Q95-mRFP (2,47*10° genomas virales) o una
preparacion viral no infectiva. Las muestras histologicas fueron evaluadas 2 semanas post-inyeccion
mediante inmunofluorescencia. (A) Inmunofluorescencia con el marcador neuronal NeuN. Los tridngulos
indican células RFP y NeuN positivas. (B) Inmunofluorescencia con el marcador glial GFAP. (a)
Hemisferio ipsilateral inyectado con el vector viral AAV-Htt588Q95-mRFP, (b) hemisferio contralateral
no inyectado, (c) hemisferio ipsilateral inyectado con una preparacion viral AAV-Htt588Q17-mRFP no

infectiva y (d) hemisferio contralateral no inyectado. La barra de escala corresponde a 100pum.

54




71
d e
LN
g h
A

Figura 11. Tipo de inclusiones en células RFP positivas in vivo.

Imagen representativa del tejido cerebral correspondiente a la zona del estriado de un animal inyectado
estereotaxicamente con 2 pul del virus AAV-Htt588Q95-mRFP (2,47*10° genomas virales). Los animales
fueron sacrificados 2 semanas post-inyeccion y el tejido cerebral fue preparado para histologia y analizado
por microscopia de fluorescencia. Las células RFP positivas se dividen en 3 poblaciones principales:
células con inclusiones pequeiias (paneles (d) y (g) e indicadas por puntas de flecha en (a, by c)), células
con inclusiones grandes (paneles (e) y (h) e indicadas con flechas en (a, by ¢)) y células sin inclusiones

(paneles (f) e (i) e indicadas por triangulos en (a, b y ¢)). Barra de escala correspondiente a 100pum.
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El primer tiempo evaluado corresponde a dos semanas post-inyeccioén. Sobre un total de
alrededor de 100 células NeuN y RFP positivas en toda la region del estriado analizada,
un porcentaje de 55,5 & 2,7% de células con inclusiones fue determinado para la dosis de
2 pl de virus y de 36,5 + 4,4% para la dosis mayor de 4 pl. Para la dosis de 2 pl,
porcentajes de 36,7 + 7,5% y 18,8 + 5,2% de células con inclusiones pequefias y grandes
fueron obtenidos, respectivamente. Con 4 pl, los valores fueron 29,6 + 54% y 6,9 +
0,9%, respectivamente. El mismo analisis fue realizado para el tiempo de 4 semanas,
contandose un total de entre 300 y 400 células NeuN y RFP positivas. Utilizando la
dosis de 2 pl un porcentaje de 64,7 £ 2,3% de células con inclusiones fue obtenido. Este
se divide en 63,4 + 2,4% de células con inclusiones pequefias y 1,3 + 0,2% ce células
con inclusiones grandes. Para 4 pl el porcentaje de agregacion fue de 74,2 + 11,8%,
desglosandose en 73,7 £ 11,5% de células NeuN y RFP positivas con inclusiones
pequefias y 0,5 £ 0,4% con inclusiones grandes. Finalmente, en el tiempo
correspondiente a 8 semanas un total de entre 400 y 700 células NeuN y RFP positivas
fue contado. Porcentajes de 77,0 + 4,6% y 70,2 + 6,0% de células con inclusiones fueron
obtenidos, respectivamente, para las dosis de 2 y 4 pl. Estos porcentajes se dividen en
743 = 2,7% y 2,7 £ 1,.9%, y 68,9 £5,5% y 1,3 +0,8% de células con inclusiones
pequefias y grandes, respectivamente, para cada una de las dosis descritas. En la Figura
12 se grafican las distintas poblaciones celulares descritas previamente para ambas dosis

virales utilizadas y en la Figura 13 se grafica la cinética de agregacién in vivo de la

proteina mutante Htt588Q95-mRFP en el transcurso de tiempo evaluado.
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Figura 12. Poblaciones de células RFP positivas in vivo.

Porcentaje de células con inclusiones pequefias, grandes o sin inclusiones sobre el total de células RFP
positivas contadas en la region del estriado transducida con el vector viral AAV-Htt588Q95-mRFP entre
las coordenadas +2 mm y -0,2 mm respecto a Bregma de 3 animales por grupo experimental. Los animales
fueron inyectados utilizando dos dosis virales de (A) 2 pl de virus o 2,47*¥10° genomas virales y(B)4ul
0 5,48*10° genomas virales por inyeccion y fueron sacrificados 2, 4 y 8 semanas post-inyeccion y fijados.
El tejido cerebral fue preparado para histologia y analizado por microscopia de fluorescencia. El gréfico
representa el promedio y desviacion estindar de 3 experimentos independientes. Los datos fueron

analizados estadisticamente con la prueba T de Student (*p < 0,05; **p<0,01). Los grupos experimentales

sin barra de significancia indican diferencias estadisticas no significativas.
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Figura 13. Cinética de agregacion de Htt588Q95-mRFP in vivo.

Porcentaje total de células con inclusiones (inclusiones pequefias més inclusiones grandes) sobre el total
de células RFP positivas contadas en la regién del estriado transducida con el vector viral AAV-
Hitt588Q95-mRFP entre las coordenadas +2 mm y -0,2 mm respecto a Bregma. Los animales fueron
inyectados utilizando dosis virales de 2 pl de virus o 2,47*10° genomas virales y 4 pl de virus o 5,48*10°
genomas virales por inyeccién, Los animales fueron sacrificados 2, 4 y 8 semanas post-inyeccién y
fijados. El tejido cerebral fue preparado para histologia y analizado por microscopfa de fluorescencia. El

grafico representa el promedio y desviacion estdndar de 3 experimentos independientes.

VILS. Funcionalidad del virus AAV-XBP1s-GFP.
La funcionalidad del vector de expresion pAAV-XBP1s-GFP fue confirmada mediante
un ensayo de Luciferasa con un vector reportero. Las células N2A fueron transfectadas
con los vectores pAAV-XBP1s-eGFP, pAAV-eGFP, pcDNA3-XBP1s o pcDNA3 vacio,
en conjunto con los plasmidios Renila y con el vector reportero UPRE-Luciferasa
(UPRE-Luc) en una proporcién 10:1:10. Este tltimo, posee un cassette de expresion de
Luciferasa, bajo el promotor minimo c-fos y 5 copias en tandem del sitio de unién de

ATF6 (Wang et al., 2000). Los sitios de unién de ATF6 y XBP1 comparten homologia
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de secuencia (Lee et al., 2002). La luminiscencia del reportero UPRE-Luc y de Renila
fue medida. El valor de luminiscencia relativa fue calculado haciendo el cuociente entre
el valor de luminiscencia obtenido para el vector XBP1s y su respectivo control. La
luminiscencia aument6 54 veces con el plasmidio pAAV-XBP1s-eGFP, en comparacion
con el control pcDNA3-XBP1s que aumenta 48 veces (Figura 14) respecto de sus
respectivos controles pAAV-eGFP y pcDNA3 vacio. Por lo tanto, el vector pAAV es

funcional in vitro.
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Figura 14. Funcionalidad del virus AAV-XBP1s-eGFP.

Las células N2A fueron cotransfectadas con los plasmidios pAAV-XBP1s-eGFP, pAAV-eGFP,
pCDNA3-XBP1s o pCDNA3 vacio, UPRE-Luc y Renila en una proporcién 10:10:1 y fueron lisadas 48
horas post-transfeccion. La luminiscencia fue medida utilizando el kit Dual-Luciferase® Reporter Assay
System. (A) Promedio del valor de luminiscencia relativa respecto a Renila de dos experimentos

independientes. (B) Aumento de la luminiscencia de los vectores XBP1s respecto a sus respectivos

controles.




VIL.6. Efecto de XBP1s sobre la agregacion de Htt mutante in vivo.

Para evaluar el efecto de la sobreexpresion del factor de transcripcion XBP1 activo sobre
la agregacion de Hit mutante in vivo, ratones adultos fueron coinyectados en el
hemisferio ipsilateral con los virus AAV-Htt588Q95-mRFP y AAV-XBP1s-GFP y en el
hemisferio contralateral con los virus AAV-Hit588Q95-mRFP y AAV-eGFP cada uno
en una dosis de 2 pl. Los vectores virales AAV-eGFP fueron preparados con
anterioridad en nuestro laboratorio de acuerdo el procedimiento descrito previamente. El
efecto fue evaluado 4 semanas post-operacion (Figura 9B). Al cabo de este tiempo fue
posible observar un alto indice de cotransduccién en células estriatales de los virus
AAV-Ht588Q95-mRFP y AAV-XBP1s-eGFP, observandose que practicamente el total
de células RFP positivas también eran GFP positivas (Figura 15A). El indice de
cotransduccién de los virus AAV-Htt588Q95-mRFP y AAV-XBP1s-GFP es mucho
menor, observandose escasas células positivas para ambas proteinas fluorescentes
(Figura 15B).

En el hemisferio ipsilateral, las células RFP y GFP positivas fueron contadas revelando
un total de 41,2 + 3,0% de células con inclusiones. Entre las células con inclusiones,
36,5 = 2,3% poseia inclusiones pequefias mientras que el 4,6 + 0,7% restante presentaba
inclusiones grandes. So6lo las células RFP positivas fueron contabilizadas en el lado
contralateral, dado el bajo grado de cotransduccion. De éstas, el 50,7 + 6,4% presentaba
inclusiones pequefias y el 5,5 + 2,4% inclusiones grandes, sumando un total de 56,2 +
8,6% de células RFP positivas con inclusiones. La prueba estadistica T de Student revel
que la reduccién en un 15,1% del porcentaje de agregacién, por efecto del factor de

transcripcién XBP1 activo, es estadisticamente significativa (Figura 16).
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Figura 15. Cotransduccion de AAV-Htt588Q95-mRFP y AAV-XBP1s-GFPin vivo.

Imagen representativa del tejido cerebral correspondiente a la zona del estriado de un animal coinyectado
por estereotaxis con 2 pl del virus AAV-Htt588Q95-mRFP (2,47*%10° genomas virales) y (A) 2ul del
virus AAV-XBP1s-GFP (2,26*10° DRPs) en el hemisferio ipsilateral o (B) 2 ul del virus AAV-eGFP
(1,50*10® genomas virales) en el hemisferio contralateral. Las muestras histologicas fueron evaluadas 4
semanas post-inyeccion por microscopia de fluorescencia. Los tridngulos indican células RFP y GFP

positivas. Barra de escala correspondiente a 100pum.
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100 - mH588Q95-mRFP + XBP1s-eGFP

BHtt588Q95-mRFP + eGFP

% Células RFP* con
Inclusiones

Sin Inclusiones Inclusiones
Inclusiones Pequefias Grandes

Figura 16. Efecto de XBP1s sobre la agregacién de Hit mutante.

Porcentaje de células con inclusiones sobre el total de células RFP positivas contadas en la regién del
estriado entre las coordenadas +2 mm y -0,2 mm respecto a Bregma. Los animales fueron coinyectados
con 2 pl del virus AAV-Htt588Q95-mRFP (2,47*10° genomas virales) y 2 pl del virus AAV-XBP1s-GFP
(2,26%10° DRPs) en el hemisferio ipsilateral o con 2 pl del virus AAV-eGFP (1,50*10% genomas virales)
en el hemisferio contralateral. En el hemisferio ipsilateral el 100% de las células corresponde a células
cotransducidas RFP y GFP positivas, mientras que en el hemisferio contralateral el 100% de las células
corresponde sélo a las células RFP positivas. El gréfico muestra el promedio y desviacion estandar de 3
experimentos independientes. Los datos fueron analizados estadisticamente con la prueba T de Student (*p
< 0,05). Las poblaciones celulares sin barra de significancia indican diferencias estadisticas no

significativas.
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VIII. DISCUSION Y CONCLUSIONES

En este trabajo hemos descrito un nuevo modelo viral adeno-asociado para el estudio de
la EH basado en la expresion de un fragmento amino-terminal de 588 aminoacidos de la
proteina Htt humana portadora de una expansion de 95 glutaminas en tandem, fusionado
a RFP. A su vez, se evaluo el efecto de la ganancia de funcion del factor de trascripcion
XBP1 como alternativa terapéutica para disminuir la acumulacion de inclusiones de Htt

humana mutante en este nuevo modelo viral de la patologia.

VIIL.1. Generacion de los vectores virales AAV-Htt588mRFP.
Los vectores virales producidos en este estudio fueron desarrollados a partir de los
plasmidios peGFPC1-Htt588-mRFP disefiados por Atwal y sus colaboradores para
estudiar la funcién del dominio amino-terminal de 18 aminoécidos de Hit en la
ubicacion subcelular, la agregacion y toxicidad de Hit mutante (Atwal et al., 2007). En
dicho trabajo, los autores indican que la proteina mutante utilizada presenta una region
poliQ de 138 glutaminas, mientras que esta misma regién en la proteina consta de 15
glutaminas. La secuenciacién de los plasmidios pCR®BluntTOPO®-Htt588-mRFP y de
los plasmidios originales peGFPC1-Htt588-mRFP revelé la presencia de 95 codones
codificantes para glutamina (CAG y CAA) en el gen de Hit mutante y de 17 para el gen
de Hit silvestre. A pesar de diferir de los datos publicados previamente, las
caracteristicas de agregacion de las proteinas Hit mutante y silvestre se mantienen, ya
que la primera presenta una expansién poliQ mayor a 35 glutaminas, considerado

patoldgico, y la segunda contiene un ntimero de glutaminas dentro del rango normal o no
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patoldgico (Kremer et al., 1994). En este mismo estudio de secuenciacién se evidenci6
una mutacion puntual en la posicién 12 de un 4cido glutdmico por una alanina. Esta
mutaciéon E12A fue descrita previamente por Atwal y sus colaboradores resultando en
una mayor afinidad de la proteina Htt por membranas vesiculares, al igual que la
mutacion puntual E5A (Atwal et al., 2007).

Hitt es una proteina de gran tamafio (348KDa) y a la fecha no ha sido posible elucidar
completamente su estructura tridimensional. Hit no posee homologia de secuencia con
otras proteinas, ni dominios estructurales con funciones definidas, lo que ha
complejizado atin més su estudio. Sin embargo, se ha logrado identificar una serie de
potenciales sitios de interaccion con otras proteinas denominados HEAT repeats (del
inglés Huntingtin, Eiongation factor 3, protein phosphatase 24, and TOR I) y
numerosos sitios de modificaciones post-traduccionales como: sitios de ubiquitinacion,
fosforilacién, palmitoilacion, acetilacién, sumoilacién y numerosos sitios de corte por
distintas proteasas como caspasas y calpainas entre otras (van Dellen et al., 2005;
Zuccato et al., 2010). La expresion de las proteinas de fusién Htt588Q95-mRFP y
Htt588Q17-mRFP fue verificada mediante un ensayo de Western Blot en lineas
celulares. A través de este ensayo se detectd que ambas proteinas Htt588-mRFP
presentaban un peso molecular mayor al determinado utilizando el programa Compute
PI/Mw tool. Segin dicho programa la proteina Hit588Q95-mRFP posee un tamafio de
alrededor de 100 KDa y la proteina Htt588Q17-mRFP de alrededor de 90 KDa, sin
embargo el ensayo de Western Blot revel6 tamafios moleculares de 130 KDa y 100 KDa

para las proteinas de fusién, respectivamente. Esto tltimo podria deberse a diversas
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modificaciones post-traduccionales sufridas por ambas proteinas, como las descritas

previamente.

VIIL.2. Un nuevo modelo viral adeno-asociado para el estudio de la enfermedad
de Huntington.

Diversos modelos animales han sido desarrollados para estudiar las caracteristicas
patologicas de la EH y posibles alternativas terapéuticas que prevengan, reviertan o
atenten dichas caracteristicas. A la fecha, dos modelos generados por la transferencia
génica mediada por vectores virales AAV han sido evaluados. Los vectores virales
utilizados en estos estudios expresan fragmentos amino-terminales de Htt de 171 y 400
aminoacidos con expansiones poliQ de 70 y 100 glutaminas, respectivamente (DiFiglia
et al., 2007; Franich et al., 2008). En el presente trabajo se propone un nuevo modelo
para la EH utilizando vectores virales AAV que expresan un fragmento amino-terminal
de Htt de 588 aminoacidos fusionado a la proteina fluorescente roja, RFP. Esto tltimo
permite una ficil visualizacion y cuantificacion de inclusiones proteicas de Htt mutante
in vivo.
Los sitios de modificacion post-traduccionales de Hit se encuentran ubicados, en su gran
mayoria, entre los primeros 586 aminoicidos amino-terminales de la proteina. Al
mismo, tiempo esta regién amino-terminal contiene uno de los tres grupos de HEAT
repeats de la protefna Htt comprendido entre los aminoacidos 114 y 413 (Imarisio et al.,
2008; Zuccato et al., 2010). Por esta razdén, el constructo Htt588-mRFP también
permitirfa evaluar el efecto de la interaccion de Hit con otras proteinas y de las posibles

modificaciones post-traduccionales con incidencia en los mecanismos patoldgicos de la
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enfermedad. Ademas, nuestro modelo podria facilitar el estudio del efecto la proteina
Htt mutante tanto en tejido como en lineas celulares mediante microscopia de
fluorescencia. Un ejemplo importante de las modificaciones post-traduccionales de Hit
es el procesamiento proteolitico que sufre esta proteina y que genera fragmentos amino-
terminales portadores de la expansién poliQ a los que ha sido atribuida, en parte, la
neurotoxicidad de la proteina mutante (Graham et al., 2006; Lunkes et al., 2002;
Ratovitski et al., 2009). En teoria, la expresion de la proteina Htt588Q95-mRFP podria
generar fenotipos patologicos que se aproximen de mejor forma a la enfermedad en
humanos, dado que ha sido demostrado que fragmentos cortos de Htt con grandes
expansiones poliQ generan fenotipos muy agresivos y artefactuales (Heng et al., 2008).
Seguin los resultados obtenidos en este trabajo de tesis, se observaron células RFP
positivas al cabo de tan sélo 2 semanas post-inyeccion de los vectores virales AAV-
Htt588Q95-mRFP y el porcentaje maximo de agregacion se alcanzé alrededor de las 4
semanas de expresion. El porcentaje maximo de agregacion fue equivalente
aproximadamente al 70% de las células RFP positivas. A pesar de mantenerse constante
el porcentaje de agregacion entre las 4 y 8 semanas de expresion, el mimero de células
RFP positivas aument6 en periodos més largos de tiempo.

Entre las células Hit-mRFP positivas se distinguieron 3 poblaciones celulares con
distribuciones de la fluorescencia particulares: células con inclusiones pequeifias, células
con inclusiones grandes y células sin inclusiones o con la fluorescencia
homogéneamente distribuida. Con la metodologia utilizada, seria posible ampliar la
distincién entre poblaciones celulares basindonos en las categorias previamente

descritas por Kouroku y sus colaboradores. Estas corresponderian a células con proteina

66




mutante dispersa en el citoplasma, equivalente a la categoria de células RFP positivas
sin inclusiones, células con inclusiones dispersas en el citoplasma y procesos, células
con inclusiones perinucleares, células con inclusiones nucleares (Kouroku et al., 2002).
Sin embargo, la cuantificacion de células con inclusiones dispersas en el citoplasma y
perinucleares podria ser sobreestimada ya que los 18 primeros aminoécidos de la regién
amino-terminal de Htt conforman un dominio a-hélice de asociacién a membranas que
dirige a Htt de forma reversible hacia membranas vesiculares y del RE (Atwal et al.,
2007). Por lo anterior, las vesiculas o porciones de membrana reticular asociadas a Hit
mutante podrian ser contabilizadas como inclusiones proteicas. Para evitar la
sobreestimacion de la agregacion seria necesario establecer las caracteristicas especificas
de las inclusiones en cuanto a tamafio y distribucién subcelular y realizar el estudio con
programas computacionales de analisis de iméagenes.

Es importante mencionar que en el presente estudio no se observd la presencia de
inclusiones nucleares. La formacion de inclusiones nucleares es una caracteristica que
aparece tardiamente en los modelos knock-in de la EH. Htt mutante se acumula
progresivamente en el nucleo de las células estriatales, formando inclusiones nucleares
alrededor de 10 a 12 meses dependiendo del largo de la expansién poliQ (Wheeler et al.,
2000). Sin embargo, en modelos virales de la EH que utilizan lentivirus o AAV es
posible visualizar inclusiones nucleares al cabo de 1 y 2 semanas post-inyeccion,
respectivamente (de Almeida et al., 2002; DiFiglia et al., 2007). Se ha descrito que el
procesamiento proteolitico de Htt mutante genera la acumulacién de inclusiones
nucleares formadas por fragmentos amino-terminales de la proteina (Graham et al.,

2006; Lunkes et al., 2002; Ratovitski et al., 2009). El corte proteolitico de Htt en
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posiciones més cercanas al extremo amino-terminal que el aminoacido 588, produciria la
pérdida de la proteina fluorescente roja, por lo que las inclusiones de Htt no podrian ser
observadas sin la realizacion de inmunofluorescencia con anticuerpos especificos para
Hitt. Este aspecto no fue abordado en el presente trabajo.

La inyeccién estereotaxica del vector viral AAV-Hit588Q95-mRFP produce una fuerte
respuesta glial en toda la region del estriado analizada. Esta respuesta no es atribuible a
la expresién de Htt mutante, ya que la misma respuesta se observa en tejido cerebral de
animales inyectados con una preparacion de virus AAV-Htt588Q17-mRFP no infectiva.
Para evaluar si la expresion de la proteina Htt588Q95-mRFP produce una respuesta glial
como se ha descrito para otros modelos de la EH (de Almeida et al., 2002; DiFiglia et
al., 2007; Franich et al., 2008; Heng et al., 2008), seria necesario utilizar preparaciones
virales de mayor pureza a la utilizada en este trabajo.

Los virus AAV poseen una serie de ventajas como vectores de transferencia génica en el
desarrollo de potenciales terapias para diversas enfermedades (Myzyczka, 2010;
Taymans et al.,, 2007). Este tipo de virus no han sido asociados a enfermedades
humanas, no son replicativos, transducen un amplio rango de tipos celulares y a la vez
cada serotipo tiene tropismos especificos para determinados tipos celulares, infectan
cclulas proliferativas y no proliferativas, permiten una expresién de transgenes a largo
plazo, no producen respuesta inmune y los virus recombinantes no son integrativos
(Cearley y Wolfe, 2006; Taymans et al., 2007).

Hasta la fecha se han aislado més de 100 variantes de vectores virales AAV a partir de
tejidos de primates y humanos, de las cuales cerca de 10 serotipos diferentes han sido

caracterizados para su utilizacién en terapia génica (Myzyczka, 2010). Los distintos
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serotipos de AAV difieren entre si en las proteinas de la cdpside que expresan y, por lo
tanto, en el tipo de receptor celular al que éstas se unen. Esto resulta en un tropismo
diferencial de los vectores virales por distintos tipos celulares y por lo tanto en
variaciones en la eficiencia de transduccion (Davidson et al., 2000). El vector viral AAV
de serotipo 2 es el mas estudiando y utilizado para la expresion exdgena de transgenes,
sin embargo su eficiencia de transduccion en células del sistema nervioso central es
considerablemente mas baja en comparacién a otros serotipos (Davidson et al., 2000;
Taymans et al., 2007).

En el presente trabajo se demostrd que la utilizaciéon de vectores virales AAV de
serotipo 2, permite una eficiencia de transduccion suficiente para establecer un nuevo
modelo de la EH. Para mejorar la eficiencia de transduccion, en estudios que asi lo
requieran, existen 2 alternativas. La primera consiste en empaquetar el genoma viral de
serotipo 2 en cépsides virales con un tropismo selectivo para células estriatales como el
serotipo 5, derivado de humano y los serotipos 7 y 8 derivados de primates no humanos
(Cearley y Wolfe, 2006; Taymans et al., 2007). De esta forma se obtendrian vectores
virales hibridos de pseudotipos 2/5, 2/7 y 2/8, respectivamente (Taymans et al., 2007).
La segunda alternativa es utilizar concentrados virales de mayor titulo. Fl titulo de las
preparaciones virales utilizadas en este estudio fue sobreestimado debido a Ia
degradacion incompleta del vector de expresion pAAV no empaquetado. La utilizacién
de altas dosis virales no es recomendable debido a la generacién de respuesta inmune

(Daya et al., 2008).
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VIIL3. Ganancia de funcién de XBP1 como alternativa terapéutica para modular
Ia agregacion de Huntingtina mutante.

Dadas las caracteristicas genéticas de la EH, serfa posible disefiar terapias
presintomaticas. El hecho de ser una enfermedad autosémica dominante, con herencia
mendeliana y causada por una tinica mutaciéon permite una gran predictibilidad del
desarrollo de los sintomas asociados. Por esto existe una ventaja comparativa respecto al
tratamiento de otras enfermedades neurodegenerativas, pues al momento de manifestarse
los sintomas ya se ha producido gran dafio y pérdida neuronal. Sin embargo, atin no
existe una cura para la EH y los tratamientos disponibles tienen por principal objetivo
disminuir los sintomas motores, cognitivos y psiquiétricos una vez ya iniciados (Imarisio
et al., 2008). Las drogas utilizadas en estos tratamientos s6lo alivian parcialmente los
sintomas, sin afectar el desarrollo de la patologia y en su mayoria tienen asociados
diversos efectos secundarios (Imarisio et al., 2008; Southwell y Patterson, 2011; Zuccato
etal., 2010).
Una de las principales caracteristicas histopatolégicas de la EH, es la colocalizacion de
los agregados proteicos de Htt mutante con ubiquitina (Imarisio et al., 2008; Zuccato et
al., 2010). Hitt es ubiquitinada por la enzima ubiquitin-ligasa E2-25K y dirigida a
degradacién via proteasoma (Kalchman et al., 1996). Sin embargo, el proteasoma
eucari6tico no es capaz de degradar de forma eficiente grandes agregados proteicos
(Imarisio et al., 2008; van Dellen et al., 2005; Zuccato et al., 2010). Se ha propuesto que
el proteasoma no puede cortar entre residuos sucesivos de glutamina en un fragmento
proteico poliQ y que los agregados con expansiones poliQ patologicas podrian inhibir

directamente la actividad del proteasoma debido al bloqueo del canal catalitico de la
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subunidad 208, impidiendo la entrada de otros substratos para su degradacién (Imarisio
et al., 2008).

En este trabajo se estudi6 el efecto de la ganancia de funcién del factor transcripcional
activo XBP1s, como posible estrategia terapéutica contra la EH. XBP1s es un factor de
trascripcion rio abajo del sensor de estrés de reticulo IRE10, que modula la activacion de
genes involucrados en diferentes procesos celulares como el plegamiento de proteinas, el
control de calidad de proteinas, la entrada de proteinas al RE, la ERAD, la biosintesis de
lipidos y la biogénesis del RE y complejo de Golgi (Hetz y Glimcher, 2009). Diferentes
grupos han estudiado el efecto de la manipulacion de la expresién del factor de
transcripcion XBP1 sobre algunas de las caracteristicas patologicas de determinadas
enfermedades neurodegenerativas (Matus et al., 2011). Estos estudios demuestran el rol
transversal de la UPR en el proceso de neurodegeneracion.

En este trabajo, se observd que la sobreexpresion del factor transcripcional activo
XBP1s, reduce en un 15,1% la agregacion de Htt mutante en neuronas estriatales
cotransducidas iz vivo al cabo de 4 semanas de expresion. La reduccién en la agregacion
se debe principalmente a la disminucion de la cantidad de células RFP positivas con
inclusiones pequefias. Este es un resultado relevante ya que se ha sugerido que los
agregados e inclusiones pequefias, oligémeros solubles y formas de Htt mutante con
plegamientos aberrantes, son altamente t6xicos para las células (Zuccato et al., 2010).
Los resultados obtenidos nos permiten especular que XBP1s podria actuar impidiendo la
formacion de nuevas inclusiones de Htt mutante. El factor de transcripcién XBP1s activa
una serie de genes rio abajo involucrados en la ERAD, como EDEM, HERP y p58PK

(Gupta et al., 2010; Lee et al., 2003). La sobrerregulacién de estos genes involucrados en
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la ERAD, y por lo tanto en la degradacién proteosomal, podria favorecer la degradacién
de Htt mutante en estado monomérico u oligomérico, evitando asi la acumulacién de
proteina mutante y previniendo la formacién de grandes inclusiones proteicas. Por otro
lado, XBP1s promueve la expresién de una serie de chaperonas como ERdj4, ERdj5,
HEDJ, Grp58 y PDIP5 (Gupta et al., 2010). Las proteinas ERdj4, p58¥* y HEDJ se
localizan en el RE y presentan una actividad similar a Hsp40 aumentando la actividad de
chaperonas de la familia Hsp70 (Lee et al., 2003). Esto tiltimo concuerda con diversos
estudios que demuestran que la sobreexpresién de chaperonas como Hsp40, Hsp70,
Hsp104, y tratamientos con chaperonas quimicas como Trehalosa, reducen la agregacion
de Hit mutante y la muerte celular en modelos de EH (Imarisio et al., 2008; Matus et al.,
2008). De acuerdo a lo anterior, la sobreexpresién de XBP1s podria tener un efecto dual
sobre el plegamiento de Htt mutante ademas de su degradacién via proteasoma. Los
blancos transcripcionales de XBP1 difieren entre distintos tipos celulares (Acosta-Alvear
et al.,, 2007; Lee et al., 2003) y los blancos neuronales afin no se encuentran bien
definidos. Sin embargo, los niveles de expresién de blancos clasicos de XBP1 como
EDEM y ERdj4 no se alteran en cultivos primarios de ratones deficientes de XBPI
tratados con el estresor de reticulo Tunicamicina (Tm) a diferencia de la expresion de
HERP, PDI y Grp58 que si disminuye (Hetz et al., 2008). Por lo anterior, el efecto
observado en la reduccién de la agregacion de Hit mutante seria independiente de

EDEM y ERdj4. Sin embargo, los estudios realizados en este trabajo no permiten

confirmar el mecanismo de accién de XBP1 sobre la agregacién de Htt mutante.




IX. PROYECCIONES

El presente estudio representa una primera aproximacién para desarrollar un nuevo
modelo animal para la EH. En esta linea de investigacién, es necesario realizar una
caracterizacién mas profunda del modelo con la evaluacién de la pérdida de marcadores
neuronales como NeuN o DARPP32 y respuesta glial con el marcador GFAP ante la
expresion de Hit mutante. También es necesaria la evaluacién del posible procesamiento
proteolitico de Htt mutante y la consecuente generacién de fragmentos téxicos amino-
terminales asi como también la evaluacién de muerte celular en las regiones cerebrales
afectadas, la determinacion de un posible fenotipo motor y la progresién de todas estas
caracteristicas en el tiempo (de Almeida et al., 2002; DiFiglia et al., 2007; Franich ef al.,
2008; Heng et al., 2008).

Respecto al efecto de XBP1s sobre la agregacion de Htt mutante, es necesario realizar
estudios que permitan identificar el mecanismo especifico por el cual la sobreexpresién
del factor de trascripcion activo XBP1s, permite reducir las inclusiones proteicas de Hit
mutante. De igual forma, es importante evaluar en el futuro, el efecto de la ganancia de
funcién de XBP1 sobre otros eventos patologicos moleculares caracteristicos de la EH,
como por ejemplo, la desregulacién de la homeostasis de calcio (Rockabrand et al.,
2007). En esta linea, Casas y sus colaboradores describieron un efecto neuroprotector de
XBP1s en dos modelos de la EA atribuyendo este efecto a la regulacién transcripcional
negativa del canal de calcio RyR3 por parte de XBP1. La diminucién en la expresion de

RyR3 reduciria la liberacion de calcio desde el RE y por tanto la muerte celular (Casas-
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Tinto et al., 2011). Este mecanismo también podria estar involucrado en neuroproteccién
de XBP1 en la EH.

En resumen, este trabajo de tesis presenta un nuevo modelo animal para la EH, generado
por la trasferencia génica mediada por vectores virales AAV, de la regién amino-
terminal de Htt humana fusionada la RFP. Este nuevo modelo presenta un fenotipo
celular de agregacién proteica en cortos periodos de tiempo, lo que permite el estudio de
posibles alternativas terapéuticas para la enfermedad. En esta linea, la sobreexpresion
del factor de transcripcion XBP1 permite atenuar la agregacién de Htt mutante in vivo,
una de las principales caracteristicas celulares de la EH. Futuros estudios son requeridos
en la caracterizacion de este nuevo modelo animal de la EH y en la determinacion del
mecanismo molecular por el que XBP1 disminuye la formacién y/o acumulacién de

inclusiones proteicas de Hit mutante.
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