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Resumen

El objetivo principal de este proyecto es i) avanzar en la validacion in vitro e in vivo de las
estrategias de edicion génica (ASOs y editores de bases) desarrolladas en proyectos anteriores,
i) disefiar nuevas estrategias para otro tipo de mutaciones (mutaciones de “splicing”) v iii)
investigar nuevas dianas terapéuticas en el modelo animal col6a1 Ki G292R.

En el Anexo 1 detallamos los resultados de la propuesta anterior (2023-2025) y de otros
resultados preliminares relacionados con esta propuesta.

Objetivos especificos:

1) Validacion pre-clinica de estrategias terapéuticas para mutaciones puntuales (por
cambio de aminoécido):

En los Ultimos afios hemos demostrado como los oligonucledtidos antisentido (ASOs) y la edicién
genética (CRISPR/Cas9), (Lopez-Méarquez et al., 2022) pueden silenciar o corregir de forma
especifica y efectiva la mutacion COL6A1 c. 877 G>A y restaurar la expresion de colageno VI en
modelos celulares. Estas mismas estrategias pueden aplicarse a otras mutaciones puntuales en
genes de colageno VI. En concreto este afio hemos conseguido un hito importante que es la
proteccion intelectual mediante PCT (EP2024/067949) del disefio y aplicacion de los ASOs
candidatos para el tratamiento de COL6-RD. Este hito representa no solamente una validacion
técnica de nuestros resultados, sino que es un paso necesario para el desarrollo clinico de una
terapia y su futura aplicacion en humanos.

Nuestro objetivo es continuar avanzando en la optimizacién y validacion de estas estrategias in
vitro e in vivo:

a. Validacién Oligonucleotidos Antisentido (ASO) in vivo: habiendo completado los estudios de
eficacia y citotoxicidad (Fig 1, Anexo) de diferentes ASOs en células, nuestro objetivo es validar
su eficacia in vivo. Para ello llevaremos a cabo inyecciones intramusculares e intravenosas en el
modelo de raton col6a1 Ki G292R que hemos generado con la mutacion equivalente a la humana.
Para evaluar la eficacia utilizaremos ASOs especificos de ratdn. Inicialmente evaluaremos
diferentes dosis de ASOs basados en estudios preliminares. Utilizando la dosis mas baja y que
demuestre eficacia, llevaremos a cabo inyecciones de una sola dosis y estudios de continuidad
con inyecciones repetidas para evaluar el efecto acumulativo de los ASOs. Por una parte,
cuantificaremos la llegada a distintos musculos y tejidos de los ASOs mediante “Splint” PCR y PCR
digital y por otra parte mediremos el silenciamiento del alelo mutado también por PCR digital. El
raton col6a1 Ki G292R tiene déficit de colageno VI en distintos musculos (Anexo, Fig 3) por lo que
podremos investigar el efecto de los ASOs en la expresion de colageno VI mediante Western Blot
e Inmunofluorescencia.

Las principales toxicidades asociadas con la administracion de ASOs se evaluaran en ensayos in
vitro e in vivo (inmunogenicidad, activacion complemento, coagulacion, toxicidad renal).



b. Optimizacion de edicion génica con editores de bases para la mutacion COL6AT ¢.877 G>A

(Gly293Arg)

Los editores de bases son unas herramientas de edicion génica basadas en la tecnologia
CRISPR/Cas. A diferencia de la tecnologia original, en este caso no es necesario inducir cortes en
el ADN ni aportar un ADN molde, ya que la edicién génica ocurre gracias a la actividad enzimatica
deaminasa que va acoplada a la Cas. Por ello esta nueva tecnologia CRISPR es muy util para
editar mutaciones de un solo nucleotido como es el caso que nos ocupa. En nuestro laboratorio
hemos venido desarrollando diferentes experimentos para optimizar esta tecnologia, obteniendo
resultados muy prometedores que se resumen a continuacion.

Gracias a una colaboracion con la Dra. Paula Rio (CIEMAT, Madrid) y con el Dr. Jacob E. Corn
(ETH Zurich, Zurich), se nos cedio al laboratorio un plasmido con la secuencia del ADN del editor
de bases de adenina usado en estos en experimentos (ABE8e). En nuestro laboratorio, se optimizé
el protocolo de la produccion del mRNA del editor de bases con el cual se transfectarian las células
de los pacientes en un cultivo primario. El plasmido con el ADN fue primero linearizado y después
optimizamos la transcripcidn in vitro para poder obtener la mayor cantidad de mRNA con gran
calidad. Esta optimizacion representa un paso crucial hacia la implementacion de editores de
bases en terapias genéticas personalizadas para enfermedades raras.

En primer lugar, llevamos a cabo estudios de secuenciacion, tanto por Sanger como por NGS, de
fibroblastos primarios de un paciente con la mutacion COL6A1 ¢.877 G>A con y sin tratamiento
con el editor de bases de adenina ABE8e (Anexo, Figura 2A). Los resultados que obtuvimos
muestran como en las células No Tratadas (NT) hay una presencia del 50% de cada alelo (mutado,
AIT; 0 sano, G/C) y en las células Tratadas (T) hay un incremento del 30% del alelo sano (G/C) a
la vez que la disminucién en el alelo mutado (A/T). Una edicion del 30% también esta presente en
la adenina mas proxima, que no tiene impacto en la secuencia de la proteina final, por ser una
modificacion silenciosa.

A continuacién, se llevaron a cabo estudios para detectar cambios en los niveles de expresién del
mRNA de los alelos mutados (MUT) y sanos (WT) (Anexo Fig. 2B). Se pudo observar un
incremento significativo de los niveles de expresion relativos del alelo correcto o salvaje en
aquellas células tratadas con las guias que estamos usando (G1y G2). Este resultado indica que
la edicion que observabamos a nivel genomico se traduce también en cambios a nivel de mRNA
y, por tanto, se puede traducir en un aumento de los niveles colageno VI correctamente
ensamblado.

Para confirmar este resultado, se llevaron a cabo ensayos de inmunofluorescencia para ver la
correccion del patron de ensamblaje de las fibras de colageno VI en la matriz extracelular una vez
tratadas las células (Anexo Fig. 2C). En primer lugar, se pudo apreciar diferencias significativas
entre las células de un individuo sano (IS) con las del individuo que porta la mutacién patogénica
No Tratado (NT), lo cual confirmé la validez de esta técnica. Una vez tratadas las células (T) con
las herramientas de edicion de bases ABES8e, las fibras de colageno aumentaron
significativamente en presencia e intensidad, mejoraron su ensamblaje y direccionalidad, y
disminuyd la presencia de agregados.

Todos estos resultados en su conjunto confirman el gran potencial que presentan los editores de
base, en concreto los ABE8e, como posibles estrategias terapéuticas para abordar no solo la
mutaciéon a la que se hace referencia en este documento, sino otras variantes de un solo
nucleotido.



En esta propuesta seguiremos avanzando en la optimizacion de estas herramientas. Para
aumentar la tasa de correccion investigaremos diferentes condiciones de transfeccion de células
(por ejemplo, concentracion del mRNA y guias, nucleotransfeccidn) y analizaremos los efectos no-
deseados a nivel gendmico (genotoxicidad) utilizando distintas herramientas (Fiumara et al., 2024).

c. Investigar sistemas de administracion in vitro e in vivo.

En los Ultimos afios hemos investigado una clase de nanoparticulas lipidicas (LNPs) desarrolladas
por colaboradores en ICMAB llamadas Quatsomas (QS). Los resultados hasta la fecha nos indican
que los QS pueden conjugarse de forma eficaz a los ASOs y al mRNA de Cas9, que los
nanoconjugados formados por QS son captados por la célula diana (fibroblastos) y que tras ser
inyectados de forma intravenosa alcanzan distintos grupos musculares (Fig 4 Anexo 1). Teniendo
en cuenta que no existe ninguna formulacion estandar de LNPs para la entrega a musculo y que
en el disefio de LNPs hay numerosas variables que considerar consideramos que tenemos que
sequir investigando distintos sistemas de entrega en paralelo utilizando la experiencia adquirida
con los QS. Estos sistemas incluiran otros tipos de LNPs comerciales y otros agentes como lipidos.
Hemos puesto a punto en el laboratorio los métodos y sistemas para poder realizar y analizar
tratamientos en ratones y detectar la distribucién de ASOs y LNPs mediante VIS, citometria de
flujo, inmunofluorescencia y PCR digital para la deteccion de ASOs en tejido.

2. Desarrollo de estrategias terapéuticas para mutaciones de “splicing”. Existen
variantes en genes de coldgeno VI muy poco frecuentes (incluso unicas) cuyos efectos aun estan
por determinar y que también son susceptibles de modulacidn o correccion genética. Este es el
caso de una mutacién en el intron 9 de COL6AT (¢.859-10T>A) que fue identificada en un nifio con
COL6-RD y un fenotipo intermedio. Para descifrar el impacto de este cambio de nucledtido
amplificamos la region entorno a la mutacion y la analizamos por secuenciacion Sanger y por PCR
digital en fibroblastos de piel. Encontramos una secuencia adicional de 8 nucledtidos que se
expresaba en una pequefa proporcion de los transcritos y que probablemente no se traduciria al
interrumpir el marco de lectura de la cadena alpha1. Por lo tanto, esta insercion de 8 nuclettidos
no explicaria la aparicion de la patologia. Por este motivo, contactamos con el Hospital de Sant
Pau para realizar secuenciacion masiva del RNA que obtuvimos de la biopsia muscular del
paciente. Este estudio demostré que la mutacion conlleva la transcripcion de varios RNAs
mensajeros de COL6AT uno de los cuales contiene un pseudoexon de 159 nucle6tidos que se
traduciria interrumpiendo la triple hélice de la cadena alpha 1 (Fig 5y 6 Anexo 1). Este mecanismo
seria similar al descrito previamente para la mutacién COL6A1 ¢.930 +189 C>T (Bolduc et al.,
2019). Esto probablemente ejerce un efecto negativo dominante sobre las cadenas alfa del
colageno VI normales y podria explicar la patologia en este nifio afecto de COL6-RD. Hasta donde
sabemos, esta mutacion no se ha descrito previamente. En esta propuesta, nuestro objetivo es
caracterizar en detalle esta mutacion a nivel de ARNm y proteina (estamos generando un
anticuerpo que reconozca el pseudoexdn) e investigar oligonucleétidos antisentido para eliminar
el modificar el “splicing” y reducir o eliminar la expresién del pseudoexon asi como editores de
bases para corregir esa mutacion intronica.




3. Estudio de dianas terapéuticas farmacolégicas y mecanismos fisiopatolégicos en COL6-
RD.

La regeneracion muscular y la fibrosis son dos mecanismos interconectados e interdependientes
fundamentales para mantener la homeostasis y correcta funcién muscular. Existen datos que
apuntan a que la capacidad regenerativa del musculo de pacientes con déficit de colageno VI esta
comprometida debido a alteraciones intrinsecas en las células satélite (Urciuolo et al., 2013).
Asimismo, la fibrosis es uno de los hallazgos mas tempranos y comunes en musculo de los
pacientes con COL6-RD y en el de los modelos animales descritos hasta la fecha (Mohassel et al.,
2023). De acuerdo con esta evidencia, en el modelo murino que hemos generado (col6a? Ki
G292R) hemos evidenciado un aumento significativo de fibrosis a partir de los 2 meses de edad
en el diafragma y otros musculos (Anexo 1 Fig 7). Uno de los reguladores principales de la fibrosis
es el TGFB que actua transmitiendo sefiales desde la matriz extracelular hasta el nicleo
promoviendo la transcripcion de genes relacionados con la fibrosis. EI aumento de fibrosis y de la
actividad de la via del TGF es comUn a otras distrofias musculares y es modulable mediante
farmacos anti-fibréticos a distintos niveles. En este objetivo analizaremos la capacidad
regenerativa del musculo de los ratones transgénicos col6a? Ki G292R (tras inyeccion
intramuscular con cardiotoxina), la expresion a nivel de RNA y proteina de distintos elementos de
la via de la fibrosis (TGF activo, Smad3 y Smda3-fosforilado, fibronectina, periostina, biglican) asi
como la activacion de dicha via en nivel basal y durante la regeneracion seguida de dafio muscular.

Estos estudios nos permitiran determinar si los hallazgos en la alteracion de la via del TGFB y en
la capacidad regenerativa del musculo son comunes con otros modelos y un hallazgo universales
en COL6-RD y por lo tanto representan un mecanismo diana en la patologia. Si esto fuera el caso,
los distintos modelos animales podrian usarse en paralelo y en colaboracion para evaluar el uso
de farmacos que actuaran revirtiendo estas alteraciones. Estos compuestos podrian usarse como
complemento de terapias de tipo génica.
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Presupuesto

Personal

Ayudante de investigacion: con dedicacion exclusiva al proyecto de investigacion.

39.563 €/afio (incluido coste empresa) = 79.126 €
Sub-total: 79.126 €

Gastos indirectos (10%) 7.912,60 €

Total: 87.038,60 €



