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1. Resumen/Abstract

El Sindrome de Down, una enfermedad causada por la trisomia del cromosoma 21, es
el trastorno gendmico mas comun de la discapacidad intelectual. En este trabajo fin de
master nos vamos a centrar en el estudio de varios genes localizados en el cromosoma
21 que estan sobreexpresados en el Sindrome de Down. Su sobreexpresion reduce la
biogénesis mitocondrial y la fosforilacion oxidativa, lo que conlleva efectos negativos
en la neurogénesis. Los genes objeto de estudio son BACH1, DYRK1A, NRIP1, PFKL,
PKNOX1 y RCAN1.

Mediante técnicas para medir la expresion génica, Real Time PCR y Western Blot, se ha
comprobado la sobreexpresion de dichos genes en células SH-SY5Y, una linea celular
de neuroblastoma humano que puede diferenciarse a neurona. Posteriormente, se ha
estudiado el efecto de dicha sobreexpresion sobre la biogénesis y funcionalidad
mitocondrial, la viabilidad celular y la diferenciacion a neurona de estas células SH-
SY5Y. Finalmente, en la busqueda de farmacos que, mejorando la biogénesis
mitocondrial, puedan ser utilizados en el tratamiento prenatal de fetos con Sindrome
de Down se ha comprobado como la hemina, a una concentracién 10 uM, reduce los
niveles de BACH1 en células SH-SY5Y que sobreexpresan este gen sin afectar a la
viabilidad celular.

Down syndrome, a disease caused by trisomy of chromosome 21, is the most common
genomic disorder of intellectual disability. In this master's thesis we will focus on the
study of several genes located on chromosome 21 that are overexpressed in Down
syndrome. Their overexpression reduces mitochondrial biogenesis and oxidative
phosphorylation, leading to negative effects on neurogenesis. The genes under study
are BACH1, DYRK1A, NRIP1, PFKL, PKNOX1 and RCAN1.

Using techniques to measure gene expression, Real Time PCR and Western Blot, the
overexpression of these genes in SH-SY5Y cells, a human neuroblastoma cell line that
can differentiate into neurons, has been verified. Subsequently, the effect of such
overexpression on mitochondrial biogenesis and functionality, cell viability and
differentiation to neuron of these SH-SY5Y cells has been studied. Finally, in the search
for drugs that, by improving mitochondrial biogenesis, can be used in the prenatal
treatment of fetuses with Down syndrome, it has been shown that hemin, at a
concentration of 10 uM, reduces BACH1 levels in SH-SY5Y cells that overexpress this
gene without affecting cell viability.



2. Introduccion

2.1 Sindrome de Down

El Sindrome de Down (DS) es un trastorno multigénico y multisistémico causado
principalmente por una tercera copia parcial o completa del cromosoma 21 (Hsa21),
también conocida como trisomia 21 (T21). A nivel mundial, el DS afecta a 1 de cada
1000 a 1100 nacidos vivos cada afio, lo que lo convierte en el trastorno genético del
desarrollo mas comun en los seres humanos (1). A pesar de los avances significativos
en la deteccion prenatal no invasiva, la prevalencia del DS se ha mantenido
relativamente sin cambios durante los ultimos 30 afios, en parte debido a la edad cada
vez mayor de las madres embarazadas (2). Esta asociado con dificultades intelectuales
y cognitivas, pero a menudo este sindrome involucra multiples manifestaciones,
incluidas: demencia, hipotiroidismo, defectos cardiacos congénitos, convulsiones,
déficit auditivo y visual, y complicaciones musculares y gastrointestinales entre otras.
El deterioro cognitivo aparece comunmente en edades tempranas y el riesgo de
demencia en este periodo y de enfermedad de Alzheimer es muy elevado (3).

Segun la investigacion, la discapacidad intelectual es un aspecto clave en el DS, ya que
los afectados muestran una superficie cortical reducida, un menor volumen cerebral y
una neurogénesis deficiente, ya en el periodo fetal (1). Ademas, la diferenciacién
neuronal y la capacidad proliferativa de las células progenitoras neurales disminuyen y
se ha observado un aumento de la muerte celular durante la vida fetal (4).

Comprender la patogenia de la demencia de aparicién temprana en adultos es el
objetivo de la mayoria de ensayos clinicos relacionados con esta enfermedad, mientras
que los programas de busqueda de nuevos tratamientos se centran en mejorar la
cognicidn y retrasar el desarrollo de la demencia en adolescentes y adultos (5).

2.2 Sistema de fosforilacion oxidativa

El sistema de fosforilacion oxidativa (OXPHOS) es el principal productor de ATP de la
célula mediante el proceso de respiracion celular. Se compone de cinco complejos
protéicos que pueden aparecer asociados en supercomplejos o por separado en
complejos individuales, segun el estado metabdlico celular (6).

El sistema OXPHOS se situa en la membrana mitocondrial interna y estd formado por la
cadena de transporte de electrones (ETC), compuesta por los complejos respiratorios |
a IV (CI-CIV), citocromo c y coenzima Q; y la ATP sintasa (complejo V, CV) (Figura 1). En
el sistema OXPHOS, los electrones de los nutrientes reducen las coenzimas de flavina 'y
nicotinamida (FAD/FADH, y NAD'/NADH), que reducen la coenzima Q
(ubiquinona/ubiquinol) a través de Cl y Cll. Los electrones de ubiquinol reducen el
oxigeno a agua a través de Clll, citocromo c y CIV. El flujo de electrones a través de la



ETC determina el consumo de oxigeno y el potencial de la membrana interna
mitocondrial generado por el bombeo de protones desde la matriz mitocondrial al
espacio intermembrana (7).

El DNA mitocondrial (mtDNA) es una molécula circular, cerrada y superenrrollada que,
en humanos, contiene 37 genes de los cuales 13 codifican para subunidades de los
complejos del sistema OXPHOS, ademas de 22 RNAs de transferencia (tRNAs) y 2
ribosomales (rRNAs) que se requieren para su traduccién dentro de las mitocondrias.
El resto de proteinas mitocondriales estan codificadas en cromosomas nucleares
(nDNA) (8).

™ ETC - 4

Figura 1. Representacion del sistema de fosforilacion oxidativa OXPHOS.ADP: Adenosin difosfato,ATP:
Adenosin trifosfato;Cyt c, citocromo c; Cl-1V, complejos respiratorios I-1V; CV, ATP sintasa; ETC, cadena de
transporte de electrones;e,electrones; FADH,/FAD, dinucledtido de flavina adenina reducido y oxidado;
NADH/NAD", dinucleétido de nicotinamida reducido y oxidado; IM; membrana interna mitocondrial;
OM, membrana externa mitocondrial; IMS, espacio intermembrana; M, matriz mitocondrial; H,0, agua;
H*, protones; O,, oxigeno; Pi, fosfato; Q, coenzima Q. Los colores marrén y rosa se usan para las
subunidades codificadas por nDNA y mtDNA respectivamente. Las lineas amarillas para el flujo de
electrones. Flechas negras para el bombeo de protones. Imagen obtenida de (7)

2.3 Sistema de fosforilacidon oxidativa y su relacion con el Sindrome de Down

La mitocondria es el organulo intracelular encargado de realizar la respiracion celular y
aportar la mayor parte de adenosin trifosfato (ATP) como fuente de energia para la
célula, a través del sistema OXPHOS. En aquellas células eucariotas que necesitan
mayor aporte energético, las mitocondrias son mas abundantes, un ejemplo de estas
células serian las neuronas. Por tanto el sistema OXPHOS suministra la mayor parte de
la energia para alimentar la actividad neuronal (9), que es fundamental para la
neurogénesis durante el desarrollo fetal del cerebro (10), siendo necesaria en la
diferenciacién neuronal (11). Las mutaciones patoldgicas en genes relacionados con la
funcion OXPHOS en ratones y en humanos pueden alterar la diferenciacién neuronal
produciendo nefastas consecuencias (12). Se ha visto como en células humanas que
sobreexpresan un gen mutante de la proteina ribosomal mitocondrial S12 (MRPS12) la
diferenciacién neuronal se encuentra reducida significativamente (13).

De este modo, el sistema nervioso central queda gravemente afectado en
enfermedades relacionadas con el sistema OXPHOS (14). Se ha estudiado como un



deterioro en este metabolismo energético de la mitocondria contribuye a la
patogénesis de enfermedades neurodegenerativas tales como Parkinson o Alzheimer
(15).

La sobreexpresién de genes en el cromosoma 21 es responsable de la patogenia del
DS. En el cromosoma 21 hay 222 genes que codifican proteinas que pueden estar
directa o indirectamente involucradas en la homeostasis de células, tejidos, érganos y
sistemas (3). Se ha demostrado como algunos de estos genes intervienen en la
expresion y actividad de otros genes, muchos de los cuales estan implicados en la
funcion del sistema OXPHOS (7). En modelos de ratdn de DS, utilizados para estudiar la
neurogénesis y diferentes parametros mitocondriales, hubo una disminucién del RNA
mensajero (MRNA) de los genes relacionados con el sistema OXPHOS, de genes
relacionados con la biogénesis mitocondrial y de la cantidad de mtDNA en el musculo
esquelético (16).

El estudio en humanos reveld que la expresion de los genes de todos los complejos
OXPHOS se encontraba reducida en corazones, fibroblastos y amniocitos fetales con
DS de 8 a 22 semanas de gestacion (17). En fetos de DS de 14 a 19 semanas, se
observaron niveles reducidos de mRNA de varias subunidades de complejos del
sistema OXPHOS en el cerebro y cerebelo, acompafadas de una menor transcripcion
de genes codificados por el mtDNA y una menor cantidad de este (18). La actividad de
los complejo ETC en fetos con DS entre 14 y 22 semanas se observd disminuida en
fibroblastos, linfocitos y plaguetas (19). Ademas, se comprobd una disminucion del
contenido de coenzima Q en linfocitos, plaquetas y plasma de individuos con DS, lo
que implica que la sintesis de novo de nucleétidos de pirimidina esta alterada (20). Se
puede observar como todas estas modificaciones en el sistema OXPHOS dan lugar a
una reduccién de la producciéon de energia y de la funcion mitocondrial, reflejada en
diferentes tejidos o tipos celulares a cualquier edad, ya sea en la edad adulta o en el
desarrollo fetal, siendo un evento temprano y comun en los individuos con DS. Es
interesante también sefialar que en pacientes con DS encontramos muchas
condiciones médicas comunes a las asociadas a enfermedades mitocondriales tales
como epilepsia, dismotilidad intestinal, hipotonia u otros sintomas inespecificos de las
enfermedades mitocondriales como baja estatura, pérdida de audicidn, hipotiroidismo
o trastorno de espectro autista (21). Por tanto, por todo lo anterior, el DS puede
considerarse un trastorno del sistema OXPHOS (7).

2.4 Genes responsables del Sindrome de Down relacionados con la funcion del

Sistema de Fosforilacion Oxidativa.

Entre los genes del cromosoma 21 sobreexpresados en DS y que afectan a la funcion
OXPHOS nos vamos a centrar en este trabajo fin de master en: BACH1, DYRKI1A,
NRIP1, PFKL, PKNOX1 y RCAN1 (Figura 2).



Estos genes afectan OXPHOS produciendo un efecto negativo sobre la biogénesis
mitocondrial, es decir, en el proceso mediante el cual las células incrementan el
nimero de mitocondrias por el crecimiento y division de las mitocondrias ya
existentes. Es necesario que, durante el desarrollo neural, crecimiento y division de las
neuronas, las mitocondrias ademas de crecer, se dividan.
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Figura 2. Localizacion, en el cromosoma 21, de los genes que afectan a la fosforilacion oxidativa. En
color rojo aquellos que afectan de forma negativa a la biogénesis mitocondrial. Imagen obtenida de (7).

El gen RCAN1 es el regulador de la calcineurina 1 y se localiza en el cromosoma 21 en
la region 21g22.12. La proteina que codifica este gen esta interactuando con la
calcineurina A e inhibiendo la via de transduccidon de sefales que dependen de la
calcineurina, que puede afectar al desarrollo del sistema nervioso central. La
sobreexpresion de RCAN1 disminuye la actividad del factor nuclear de las células T
activadas (NFATc) (22). Este factor nuclear actua positivamente sobre el promotor del
gen coactivador 1a del receptor gamma activado por el proliferador del peroxisoma
(PGC-1a o PPARGCI1A) (23). Se observa que PPARGCI1A es clave para la biogénesis
mitocondrial y la funcion OXPHOS (24).

RCAN1 se expresa principalmente en musculo esquelético, cerebro, corazén y en
tejidos endocrinos como la gldndula adrenal y el pancreas (25). RCAN1 se expande 45
kb y tiene 7 exones y 6 intrones (26). Gracias al procesamiento alternativo de los 4
primeros exones se producen las dos isoformas principales, RCAN1-1 y RCAN1-4, ya
gue existen dos AUG: uno en el marco del primer exén y otro en el cuarto exén (27).
RCAN1-1 se presenta como una forma larga, RCAN1-1L con 252 aminodcidos, y una
forma corta, RCAN1-1S de 197 aminodacidos, que comienza en el exon 1 pero en un
ATG posterior. RCAN1-1S y RCAN1-4, aunque cuentan ambas de 197 aminoacidos, se
diferencian en su N-terminal. Los ultimos 168 aminoacidos de la regién C-terminal,
codificados por los exones 5-7, son los mismos en todas las isoformas. RCAN1-1 se
expresa principalmente en el sistema nervioso central mientras que RCAN1-4 se
expresa mayoritariamente en el musculo cardiaco y el rifdn y en areas del cerebro en
las que la calcineurina se expresa en gran medida (28).



El gen DYRK1A es el gen de la quinasa 1 regulada por la fosforilacion de tirosina de
doble especificidad situado en el cromosoma 21 en la posicidon 21g22.13 (7). Este gen
esta sobreexpresado en distintos tipos celulares, cerebros de adultos y de fetos de
individuos con DS (29). Su accién es catalizar su autofosforilacion en residuos de
serina/treonina y tirosina (30). La sobreexpresiéon de DYRK1A disminuye la actividad
del factor nuclear de las células T activadas (NFATc) lo que implica que niveles
elevados de DYRK1A podrian disminuir la biogénesis mitocondrial (22).

DYRK1A se expande 149.5 kb y esta compuesto de 17 exones. Existen dos sitios de
inicio de la transcripcidn en los exones 1y 2 que, mediante procesamiento alternativo,
constituyen las dos isoformas mayoritarias de 763 y 754 aminoacidos. La isoforma mas
predominante de DYRK1A carece de los exones 13b y 13c y presenta 754 aminoacidos
de longitud (29).

El gen PFKL de la fosfofructoquinasa de tipo hepatico se localiza en el cromosoma 21
en la posicion 21g22.3 (7). PFKL cataliza la conversién de D-fructosa 6-fosfato en D-
fructosa 1,6-bisfosfato, paso imprescindible en el metabolismo de la glucosa en las
células (31). Este gen es fundamental en la regulacién del equilibrio metabdlico entre
la glucdlisis y la funcién OXPHOS (32). Se encuentra sobreexpresado en distintos tipos
de células y en el cerebro de los pacientes con DS (33). Se ha comprobado que su
actividad enzimatica estd aumentada en los glébulos rojos y fibroblastos en individuos
con DS (34). La sobreexpresion de PFK regula negativamente la neurogénesis de las
células madre neurales ya que inhibe la expresién de los factores transcripcionales pro-
neuronales no permitiendo asi su diferenciacién neuronal (35).

PFKL esta formado por 27 exones y mediante procesamiento alternativo da lugar a
multiples variantes del transcrito, entre las cuales, se encuentran las dos isoformas
predominantes de 780 y 827 aminoacidos (31).

El gen NRIP1 de la proteina que interactiia con el receptor nuclear 1 esta localizado
en el cromosoma 21 en la posiciéon 21g11.2-g21.1 (7). NRIP1 codifica una proteina co-
represora transcripcional situada en el nucleo que interactia especificamente con el
dominio de activacidon que depende de hormonas AF2 de los receptores nucleares (36).

NRIP1 estd sobreexpresado en distintos tipos de células de individuos con DS, se ha
encontrado en cerebros fetales y fibroblastos (37). La sobreexpresion de NRIP1 en
estos fibroblastos fetales con DS inhibe PPARGC1A y disminuye los niveles de mRNA de
gran cantidad de genes relacionados con OXPHOS afectando, por consiguiente, a la
biogénesis mitocondrial en diferentes células y tejidos (38).

El gen NRIP1 se compone de 10 exones y se han descrito en Ensembl 7 transcritos
producto del procesamiento alternativo de la secuencia codificante consenso, que son
el origen de la proteina funcional de 1158 aminoacidos (39).



El gen PKNOX1 o PBX/knotted 1 homeobox 1 se localiza en el cromosoma 21 en la
posicion 21g22.3 (40). Este gen se encuentra sobreexpresado en distintos tipos
celulares, en el cerebro fetal y fibroblastos de individuos con DS (41). PKNOX1 codifica
el factor de transcripcién de homeodominio Prepl que pertenece a la familia de las
proteinas TALE (three-amino-acid loop extension). Su supresién especifica en el
musculo provoca una mayor expresion de las subunidades de cadena de transporte de
electrones, una mayor actividad enzimatica y una alta expresion de PPARGC1A (42). De
este modo, la sobreexpresion de este gen estd relacionada con un efecto negativo
sobre la biogénesis mitocondrial y el sistema OXPHOS.

PKNOX se compone de 11 exones que por procesamiento alternativo conducen a 2
isoformas de 436 y 405 aminoacidos de la proteina funcional (43).

El gen BACH1 del dominio BTB y del homdlogo CNC 1 se localiza en el cromosoma 21
en la banda cromosémica 21q21.3. Este gen esta sobreexpresado en distintos tipos
celulares de individuos con DS y en el cerebro adulto y fetal de éstos (44). BACH1 es un
represor de genes inducidos por el Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (NRF2 o
NFE2L2) que desplaza a BACHI1 y regula de forma positiva muchos genes. BACH1
también es un factor de transcripcion de union al grupo hemo que se une a la regién
promotora del gen ETC y regula negativamente su transcripcidn, reduciendo asi la
respiracion mitocondrial (45). Ademads, en el promotor PPARGCIA encontramos
secuencias consenso para NFE2L2 y por eso BACH1 regula negativamente la biogénesis
mitocondrial (46).

El gen BACH1 se compone de 11 exones y se han descrito en Ensembl 13 transcritos
producto del procesamiento alternativo de la secuencia codificante consenso que dan
lugar a la proteina funcional de 736 aminoacidos (47).

Por tanto, como se ha ido viendo, estos genes localizados en el cromosoma 21 regulan
negativamente la expresion del factor PPARGCIA directa o indirectamente (48),
reduciendo su actividad y provocando una disminucién de la biogénesis mitocondrial
que conlleva una alteracion del sistema OXPHOS (Figura 3).
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2.5 Posibles terapias dirigidas a la fosforilacion oxidativa en el Sindrome de Down

En pacientes con DS seria interesante poder influir con tratamientos en las etapas
prenatal y neonatal, ya que son los periodos criticos en los que se producen graves
alteraciones neuromorfolégicas durante su desarrollo cerebral. Se busca desarrollar
posibles terapias para mejorar la neurogénesis y, con ello, el desarrollo cognitivo
postnatal de estos enfermos (49) (Figura 4).
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Figura 4. Representacion de las posibles terapias para mejorar la biogénesis mitocondrial. ATP,
adenosin trifosfat; EGCG, epigalocatequina-3-galato; B-GPA, B-guanadinopropidnico; Hemin, hemina;
DPN, 2,4-dinitrofenol; PPARGC1A, transcriptional co-activator o PGC-1a. En rojo aparecen los genes del
cromosoma 21 que reprimen a biogénesis mitocondrial. PPARGC1A uno de los principales factores
involucrados en la biogénesis mitocondrial es representado en verde. Los fdirmacos que mejoran la
biogénesis mitocondrial estan en color azul. Imagen obtenida de (7).

Se han propuesto como posibles terapias en pacientes con DS: la activacion de PGC-1a,
gue protege contra la lesion cerebral prenatal (50), usando farmacos como resveratrol,
la pioglitazona o 2,4-dinitrofenol (DNP) que mejorardn la biogénesis mitocondrial; y la
inhibicidn de proteinas sobreexpresadas en DS, que afectan de forma negativa la PGC-
la y reducen la biogénesis mitocondrial (51).

La epigalocatequina-3-galato (EGCG) que es la catequina mas abundante en el té, es un
inhibidor de DYRK1A, mejorando con su efecto la funcion OXPHOS en fibroblastos de
individuos con DS (52) y en modelos de raton de DS se ha visto restaurada la
neurogénesis mejorando su funcién cognitiva (53).

La administracion de acido alfa-linolénico omega-3 (54) y una dieta cetogénica (55)
redujeron los niveles de proteina y mRNA del gen RCAN1 en el hipocampo de ratones,
lo que hizo aumentar la expresion de PPARGC1A y la biogénesis mitocondrial.
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La sobreexpresion del gen NRIP1 se vio reducida con la administracion de metformina
en una linea de mioblastos de ratén (56) y con alimentacion con pB-
guanadinopropiénico (B-GPA) (57), aumentando en los dos casos los niveles de
PPARGC1A.

El uso de la hemina, que es el principio activo del farmaco Panhematin aprobado por la
FDA, funciona como inhibidor de BACH1. La hemina actua atrapando a la proteina
BACH1 y favorece su liberacién del DNA para su exportacion al citoplasma y posterior
degradacion. BACH1 se une a determinadas secuencias inhibiendo la transcripcion
cuando los niveles de hemina son bajos. Pero el aumento de los niveles de hemina
desplaza a BACH1 de dichas secuencias y provoca su relocalizacién al citoplasma,
haciendo que dichas secuencias sean accesibles a activadores (58). Uno de los genes
cuya transcripcion se ve inhibida por BACH1 es PPARGCIA. Por tanto, con el uso de la
hemina se conseguiria reducir la sobreexpresién de BACHI, y con ello, reducir su
efecto negativo sobre la expresion del factor PPARGC1A mejorando la biogénesis
mitocondrial (Figura 5).
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Figura 5. Representacion de la actuacion de la hemina sobre la proteina BACH1.
Heme, hemina; MARE, elemento de reconocimiento de Maf; MafK, factor de
transcripcion; Crm1, gen de mantenimiento de la regién cromosdmica 1; p45
NFE2, proteina de 45 kDa de nuclear factor erythroid 2; Nrf, factor nuclear
derivado de eritroide 2. Imagen obtenida de (58).
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3. Objetivos

El primer objetivo de este trabajo fin de master es comprobar la sobreexpresién de 6
genes localizados en el cromosoma 21 y relacionados con la patogénesis del DS en
células SH-SY5Y, una linea celular de neuroblastoma humano que puede diferenciarse
a neurona, mediante Real Time PCR y Western Blot.

Una vez comprobado que los genes se estan sobreexpresando, se estudiara el efecto
de dicha sobreexpresidn, al igual que ocurre en el caso de la trisomia del cromosoma
21 del DS sobre la biogénesis y funcionalidad mitocondrial, la viabilidad celular y la
diferenciacidén a neurona de estas células SH-SY5Y. El objetivo final es buscar fdrmacos
gue puedan ser utilizados en el tratamiento prenatal de fetos con DS mejorando la
biogénesis mitocondrial. Para ello, se trataran las células que sobreexpresan estas
proteinas que reprimen la biogénesis mitocondrial con diferentes inhibidores de las
mismas para analizar su efecto sobre la funcién OXPHOS vy la capacidad de
diferenciacién neuronal.

Los 6 genes objeto de estudio son: BACH1, DYRK1A, NRIP1, PFKL, PKNOX1 y RCAN1
gue afectan la funcion OXPHOS produciendo un efecto negativo sobre la biogénesis
mitocondrial.

4. Planteamiento del trabajo

Para completar el objetivo, el trabajo se ha dividido en varias fases:

1) Obtencion de RNA a partir de células SH-SY5Y que sobreexpresan los genes de
interés y lineas celulares control para llevar a cabo el analisis de expresion por qPCR
de los 6 genes objeto de estudio.

2) Extraccion de proteinas totales a partir de células SH-SY5Y que sobreexpresan los
genes de interés y lineas celulares control para comprobar la sobreexpresién de los
6 genes mediante Western Blot.

3) Trabajo en cultivos celulares con las lineas celulares de SH-SY5Y que sobreexpresan
los genes de interés y lineas celulares control, para realizar experimentos de
diferenciacidn celular de SH-SY5Y a neurona y estudio de inhibidores.
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5. Material y métodos

5.1 Kits y reactivos comerciales

Todos los reactivos quimicos usados en la realizacién de este trabajo fin de master
fueron del area de biologia molecular. Los kits y reactivos comerciales utilizados estan
incluidos en el Anexo I.

5.2 Cultivos celulares

5.2.1 Lineas celulares

Las lineas celulares utilizadas durante este trabajo fueron las siguientes:

e SH-SY5Y (ATTC CRL-2266™): es una linea celular de neuroblastoma procedente
de médula ésea de una nifia de 4 afios (59).

e SH-SY5Y que sobreexpresan los genes de interés (BACH1, DYRK1A, NRIP1,
PFKL, PKNOX1 y RCAN1): previamente al presente trabajo se consiguié clonar
correctamente estos 6 genes en vectores lentivirales de transferencia. Se
obtuvieron particulas lentivirales usando los vectores lentivirales de
transferencia pWPLXDlIres Neo con los insertos de cada uno de los 6 genes, un
vector de empaquetamiento psPAX2 y un vector de envoltura pMD2G. Los tres
vectores lentivirales se introdujeron primero en células de la linea celular 293T,
para que ellas fabricaran las particulas lentivirales que fueron liberadas al
medio de cultivo de donde se recogieron, se filtraron y se afadieron
directamente a las células diana, en este caso las SH-SY5Y. Se consiguid asi
transferir los genes de interés (BACH1, DYRK1A, NRIP1, PFKL, PKNOX1 y RCAN1)
a la linea celular SH-SY5Y.

5.2.2 Mantenimiento celular y recogida de pellets

El trabajo de cultivo celular se realiza en una sala especifica, equipada con una
campana de flujo laminar vertical modelo Biological Safety Cabinet Class Il de Nuaire
para mantener las muestras en condiciones de esterilidad y evitar contaminaciones.
Ademas, esta sala de cultivos dispone de un microscopio invertido para observar el
estado de los cultivos celulares. Las superficies de trabajo de esta campana y los
instrumentos utilizados fueron preesterilizados antes de introducirlos a la campana
con luz ultravioleta y etanol al 70 %. Los medios utilizados para el cultivo, lavado,
tripsinizacion y centrifugacion de las células se precalientan en un bafio de agua a 37
°C. El medio utilizado es aspirado por una bomba de vacio y tratado con lejia al 20 %
después de cada uso y al final de cada sesion de trabajo. Finamente, todos los
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materiales en contacto directo con el cultivo celular son desechados en contenedores
apropiados para ser procesados por la empresa de limpieza.

Las lineas celulares SH-SY5Y son adherentes y forman monocapas. Se crecieron en el
medio de cultivo DMEM de Gibco (ThermoFisher) con D-glucosa 4,5 g/l, piruvato de
sodio 1 mM vy L-glutamina 584 mg/|, entre otros, suplementado al 10 % con suero fetal
bovino (FBS de Invitrogen) para favorecer el crecimiento celular. A este medio lo
llamaremos medio DMEM completo.

Los cultivos se mantienen creciendo en placas de Petri de 100 mm de didmetro en un
incubador de Nuaire a 37 °C en atmdsfera hiumeda al 5 % de CO; y renovando el medio
peridodicamente cada 2-3 dias con 10 ml de medio DMEM completo, segun la
confluencia alcanzada por las células. Cuando las células alcanzan el 80 % de
confluencia se subcultivaron mediante tripsinizacién, es decir, el uso de tripsina-EDTA
para interrumpir las interacciones proteicas que mantienen unidas a las células en la
superficie de la placa. Consiste en retirar el medio por succidn, lavar las células con 5
ml de tampdn fosfato alcalino (PBS de Gibco®) para eliminar las proteinas del suero
qgue inhiben la tripsina. Después, anadir 500 pl de solucién de tripsina por placa
(mezcla de PBS, 0,05 % de tripsina (Sigma) y 0,02 % en EDTA (Panreac), que favorece la
desestabilizacién de la membrana por la quelacion de sus iones divalentes), se incuban
a temperatura ambiente durante varios minutos para favorecer la accidn de la tripsina
y se confirma que se han despegado las células al microscopio invertido. A
continuacion, se anadieron 5 ml de medio DMEM completo para detener la accion de
la tripsina. Se resuspenden correctamente las células y se distribuyen a otras placas
con DMEN completo afadido anteriormente para obtener un volumen final de 10 ml
en cada placa.

Para llevar a cabo la recogida de pellets, las células en cultivo se tripsinizaron, se
detuvo la tripsinizacion con 5 ml de medio DMEM completo y, después de la
homogeneizacion, se transfirid todo el contenido de la placa a un tubo Falcon de 15
ml. Se centrifugd a 1500 rpm durante 5 min en la centrifuga Hermile Z300 y se retird el
medio de los tubos. Se lavé el pellet resuspendiendo los sedimentos celulares en 500
pl de PBS cada uno y se transfirié a tubos eppendorf. A continuacion, se centrifugd a
5000 rpm durante 5 min en una centrifuga Mini Spin eppendorf, se aspir6é el PBS y el
pellet se volvié a lavar con 500 ul de PBS. Finalmente, se centrifugd a 5000 rpm
durante 5 min, se elimind el sobrenadante y se almacend el pellet a - 80 °C hasta su
futuro uso.

5.2.3 Congelacion y descongelacidon celular

Las células a congelar se cultivaron hasta una confluencia del 70-80 % en placas de 100
mm, se tripsinizaron y se recogieron por centrifugaciéon a 1500 rpm durante 5 min.
Cada pellet celular obtenido se resuspendié en el volumen adecuado de medio de
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congelacion: 60 % medio completo, 30 % FBS y un 10 % de dimetilsulfoxido (DMSO que
es un compuesto orgdnico que funciona como crioprotector) segun la cantidad de
células a congelar. Una vez resuspendido correctamente el pellet se pasa a un criotubo
gue contenia ese 10 % de DMSO previamente. Los criotubos se almacenaron juntos a -
80 °C en un soporte de congelacion con 250 ml de isopropanol para facilitar la
congelacion gradual y uniforme (disminucion de aproximadamente 1 °C/min en el
soporte). Después de 24 h, se almacenan los criotubos en una caja a - 80 °C hasta su
uso posterior o son trasladados al contenedor de N; a - 196 °C (donde pueden
mantenerse sin sufrir deterioro durante largos periodos de tiempo).

Para la descongelacion de los criotubos almacenados primero se pasan unos minutos
por el bafio termostatizado a 37 °C. Después se diluye la suspensién celular con 5 ml de
medio DMEM completo en un tubo de 15 ml y se centrifuga a 1500 rpm (en una
centrifuga Hermle Z300) durante 3 min, eliminamos el sobrenadante para eliminar el
DMSO completamente que es toxico a temperatura ambiente para las células. Se
resuspende el pellet obtenido en 10 ml de DMEM vy se siembran las células en una
placa de petri adecuada.

5.2.4 Recuento celular

El recuento de células se realizé utilizando un contador de células automatico Countess
Il FL Automated Cell Counter (Thermo Fisher Scientific). Este dispositivo esta disefiado
para el recuento de células y la evaluacién de la viabilidad utilizando la técnica
estandar de azul tripan, que es un tinte/colorante que puede penetrar en las células
muertas, ya que tienen danadas sus membranas plasmaticas. Por lo tanto, se
mezclaron 20 pl de la suspensidn celular con la misma cantidad de azul de tripan (20
ul) y se pipetean 10 pl en una cdmara desechable (Countess™ cell counting chamber
slides de Invitrogen Thermo Fisher Scientific) por duplicado, de modo que las células se
contaron automaticamente por el dispositivo. Se obtiene el nimero de células por
mililitro.

5.2.5 Deteccion de Mycoplasma spp.

Es importante realizar un control de la contaminacién por Mycoplasma spp. antes de
llevar a cabo cualquier analisis de los cultivos celulares.

Se recoge una alicuota de 500 pl de medio de cultivo por cada placa que se quiera
analizar tras 48-72 horas de contacto con las células a 90-100 % de confluencia. Se
sacan las muestras recogidas con los medios de cultivos de la campana y se inactivan
las DNasas por calor en el thermoblock a 95 °C y durante 10 minutos. Después hay que
realizar un pulso durante 10-30 segundos para eliminar los restos celulares. A
continuacion, se comprueba la presencia o no de micoplasmas mediante reaccion en
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cadena de la polimerasa (PCR) con primers especificos para el genoma del
microorganismo.

Los primers utilizados para esta PCR son: N370SF (5’-GCC TTTGTCCTTACC CTC GA-3') y
N370SR (5'-ACG AAAGTTACG CAC CCA ATT-3’). Los componentes de la mezcla de
reaccion de la PCR y las cantidades estandar de cada uno de ellos (Tabla 1).

Tabla 1. Reactivos empleados necesarios para llevar a
cabo la PCR para deteccion de Mycoplasma spp.

Reactivo Volumen (ul)
Buffer IBIAN 5

Mix dNTPs 10mM 1

Cebador- F 2,5

Cebador- R 2,5

Tag polimerasa IBIAN 0,5

Muestra de medio 2

Agua miliQ GIBCO 36,5

Total 50

Las condiciones de las PCR se indican en la tabla 2 teniendo en cuenta la temperatura
de hibridacion (Tm) de los primers correspondientes.

Tabla 2. Programa de PCR para llevar a cabo la deteccion de Mycoplasma

Paso Tiempo Temperatura
1. Desnaturalizacién previa 5 min 94 °C
2. Desnaturalizaciéon 1 min 94 °C
3. Hibridacion 1min 60 °C (Tm correspondiente para la pareja de cebadores)
4. Extension 1min30s 72°C
30 ciclos
5. Final de la reaccion 5 min 72°C
6. Conservacion - 4°C

Al final de la reaccidon de PCR, el producto obtenido se visualiza por electroforesis
horizontal de un gel de agarosa del 1 % TAE.

5.2.6 Diferenciacidon neuronal de SH-SY5Y

Las células SH-SY5Y que se quieren diferenciar a neurona se sembraron en placas de
cultivo en medio de cultivo comercial DMEM de Gibco de baja glucosa (Thermo Fisher
Scientific), 1 g/l D-glucosa, 4 mM L-glutamina y 1 mM de Piruvato de sodio,
suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 10 %. Se deben sembrar a una densidad
adecuada para que al comenzar la diferenciacién estén al 50-60 % de confluencia.
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Cuando las placas sembradas estén a la confluencia deseada se debe cambiar el medio
a medio de diferenciacidén que tendra la composicidn indicada en la tabla 3, compuesto
por medio neurobasal y suplementos necesarios para la diferenciacion a neurona. El
medio neurobasal de baja glucosa que forma parte del medio de diferenciacién estd
formado por: 50 ml de medio Neurobasal sin D-glucosa sin piruvato sddico
(Neurobasal™-A de ThermoFisher) con 555 pl de glucosa 90 g/L (Sigma) y 110 pl de
piruvato 50 mg/L (Sigma). Se debe cambiar el medio a las células cada 2-3 dias y la
diferenciacién durara 7 dias, aunque podria continuarse si se cree adecuado.

Tabla 3. Composicion del medio de diferenciacion neuronal de SH-SY5Y.

Producto Volumen Casa comercial Caédigo
Medio neurobasal baja 47,5 ml Thermo Fisher A2477501
glucosa

Suplemento B27 (50x) 1ml Thermo Fisher 17504044
Suplemento Culture One 0,5 ml Thermo Fisher A3320201
(100x)

Suplemento N2 0,5 ml Thermo Fisher 17502048
GlutaMAX 0,5 ml Thermo Fisher 35050061
Acido retinoico 10 mM 50 ul Sigma R2625

Las células SH-SY5Y que sobreexpresan las proteinas que reprimen la biogénesis
mitocondrial se pueden diferenciar en presencia de diferentes inhibidores para
analizar su efecto sobre la funcién OXPHOS vy la capacidad de diferenciacidon neuronal.
En este trabajo nos vamos a centrar en la diferenciacion de las SH-SY5Y que
sobreexpresan el gen BACH1 y como inhibidor de BACH1 se va a usar Hemina (Merk) a
10 uM disuelto en NaOH a 20 mM, para estudiar su efecto sobre la biogénesis
mitocondrial y la diferenciacion neuronal en esta linea celular.

5.2.7 Inmunofluorescencia

Para determinar la presencia, cantidad y la localizacién subcelular de proteinas de
interés, en este caso la P3-Tubulina en las células SH-SY5Y sin diferenciar y
diferenciadas se utiliza la inmunofluorescencia en las diferentes lineas celulares. Las
células SH-SY5Y diferenciadas y no diferenciadas se tripsinizaron y sembraron en los
pocillos de la placa de 6 pocillos a una concentracion baja para no llegar a confluencia.
Tras alcanzar una confluencia de entre el 30 y el 50 %, se retird el medio de las células
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y se efectué un lavado con PBS para, posteriormente, fijar las células con
paraformaldehido (Panreac) al 4 % durante 15 min a temperatura ambiente. Se
lavaron los pocillos dos veces con PBS. Para permeabilizar las membranas celulares, las
células se incubaron con Tritén X-100 (Sigma) al 0,1 % durante 15 min a temperatura
ambiente. Finalmente, se incuban con BSA (Roche) al 5 % durante 30 min a
temperatura ambiente para bloquear la superficie de las células y evitar uniones
inespecificas.

Tras fijar y permeabilizar las células para el marcaje de las proteinas, las células se
incuban con anticuerpo primario Anti $3-Tubulina (TUBB3 abcam ab18207, dilucion
1:500) diluido en una solucién de BSA y Tritén X-100 al 0,1 % durante 1 h a
temperatura ambiente. La proteina B3-Tubulina es una proteina del citoesqueleto y su
cantidad aumenta con la diferenciacion neuronal.

Se lavaron las preparaciones tres veces con PBS en las mismas condiciones. A
continuacion, tras la incubacion, se lavé dos veces con Tritén X-100 al 0,1 %. Entonces,
se incubd con el anticuerpo secundario de conejo (Alexa Fluor 488 Rabbit
Thermo Scientific A-11008e, dilucion 1:1000) en oscuridad durante una hora a
temperatura ambiente. Se lavan las células dos veces con Tritdn X-100 al 0,1 % y se
dejé en PBS con DAPI (ThermoFisher) que es el 4',6-diamidino-2-fenilindol que emite
fluorescencia azul al unirse a las regiones enriquecidas de adenina y timina del DNA.
Finalmente, se visualiza la fluorescencia de las células en la estacién de imagenes Floid
(Flod cell imaging station de Life Technology).

5.3 Técnicas de manipulacidon de RNA total

5.3.1 Técnicas de extraccion de RNA total

Para la extraccion de RNA total a partir de pellet de células SH-SY5Y se utiliza el
método basado en el reactivo TRIZOL® (Invitrogen). Este método consiste en una
solucion de fenol y tiocianato de guanidinio que mantiene la integridad del RNA para
purificarlo del resto de componentes celulares.

Primero, se realiza el lisado de los pellets celulares con 500 uL de TRIZOL, se
homogeniza, se resuspende y se invierte fuertemente de forma manual. EI TRIZOL
mantendrd la integridad del RNA mientras rompe las células y disuelve los
componentes celulares. La mezcla se incuba durante 5 min a temperatura ambiente
para completar la separacién de complejos entre proteinas y acidos nucleicos.

Tras la afadir 100 pL de cloroformo se lleva a cabo la fase de separacion del RNA del
resto de compuestos celulares. El cloroformo separa la fase acuosa de la fase organica
generando una bifase de extraccion. La mezcla se incuba 2-3 min a 15-30 °C y
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centrifugacién a 12000 x g durante 15 min a 4 °C para obtener el RNA en la fase
acuosa. Se obtienen 3 fases que de abajo arriba serian: una fase organica con lipidos,
una interfase con proteinas desnaturalizadas y una fase acuosa con RNA, algo de DNA
y glucidos. Obtenido todo el volumen posible de la fase acuosa, se precipita el RNA al
adicionar 250 pL de isopropanol frio, se incuba 10 min a temperatura ambiente y se
centrifuga durante 10 mina 4 °C a 12000 x g.

Se eliminé el sobrenadante y el pellet que queda se lava con 500 pL de etanol al 75 %
en agua destilada estéril GIBCO para evitar la degradacién de RNA por RNAsas.
Posteriormente, se centrifuga a 7500 x g durante 5 min a 4 °C para mezclar las
muestras por inversion y se descarta el sobrenadante. Para la redisolucion de RNA, el
pellet obtenido se deja secar al aire protegido durante unos minutos hasta evaporar
completamente el etanol. Finalmente, se afadieron 100 pL de agua libre de RNAsas y
se incubaron durante 30-45 min a 55 °C en el thermoblock Thermomaixer confort con
agitacion 450 rpm para favorecer la disolucion del RNA.

5.3.2 Cuantificacion de RNA total por espectrofotometria

Para determinar la concentracion y la pureza del RNA total extraido en las distintas
muestras, se utiliza el espectrofotometro NanoVue™ de GE Healthcare. NanoVue™
mide la absorbancia de 2 pl muestra a diferentes longitudes de onda. La relacién de las
absorbancias obtenida a 260 nm y a 280 nm (A60/A2s0) €s la que indica la pureza del
RNA y debe ser préxima a 2. Posteriormente, las muestras de RNA se almacenan hasta
su utilizacion a - 80 °C para mantener su estabilidad.

5.3.3 Tratamiento de las muestras con DNasa

Se debe realizar un tratamiento con DNasa |, que es una endonucleasa que degrada
DNA monocatenario y bicatenario, para asegurar una mayor pureza de RNA en las
muestras de RNA total extraido. De esta manera evitaremos una amplificacion
inespecifica al hibridar incorrectamente los primers con restos de DNA en lugar de con
los transcritos de interés.

Se parte de 50 pl de las muestras de RNA extraido, aquellas muestras de RNA que
tengan mas de 200 ng/ul se diluyen con H,O GIBCO libre de RNasas para tener un
volumen final de 50 pl también. A continuacidn, se usara el kit TURBO DNA-free
(Invitrogen), se afiaden 5 ul de 10 X TURBO DNase Buffer y 1 ul de TURBO DNasa a
cada una de las muestras de 50 pl de RNA y se incuban 30 min a 37 °C en un
Thermoblock. Después, se afiaden 5 pl de DNase Inactivation Reagent, se resuspenden
las muestras en un vortex y se incuban 5 min a 22-26 9C. Finalmente, se centrifugan las
muestras 1 min y 30 s a 10000 x g y se recoge el sobrenadante en un nuevo tubo. Para
concluir el proceso hay que cuantificar el RNA en el espectrofotometro NanoVue™.
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5.3.4 Obtencion de cDNA a partir de RNA mediante RT-PCR

A partir del RNA total extraido y tratado con DNasa se obtiene DNA complementario
(cDNA) haciendo uso el kit comercial Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit de
ROCHE siguiendo las instrucciones del fabricante. Se realiza la retrotranscripcion de los
mMRNAs maduros con cola de poliA en 3’ a cDNA monocatenario usando como primer
un oligo (dT)1s. En este kit comercial se utiliza este oligonucledtido con cola poli-T Oligo
dT18 que reconoce especificamente a los RNAs mensajeros presentes en la muestra.
La reaccion de RT-PCR se lleva a cabo en el termociclador 3000 Thermocycler de
Biometra usando una cantidad inicial de RNA de partida de 1 pg para obtener cDNA.

5.3.5 Disefio de primers para PCR cuantitativa a tiempo real (qPCR)

Para disefiar los oligonucledtidos que seran usados en la gPCR, se accedid a la
secuencia de consenso del gen de interés disponible de Ensemble (60) y de la base de
datos CCDS Database de NCBI (61) de todos los transcritos se eligié el candnico segun
la base de datos Uniprot (62). Las secuencias de nucleétidos y de aminodacidos de cada
gen se incluyen en el Anexo .

En base a estas secuencias, se disefiaron manualmente cada pareja de
oligonucleétidos utilizando la herramieta Primer Quest tool para disefio de qPCR de la
aplicacion web OligoAnalizer de IDT (Integrated DNA Technology) (63). Se puede
introducir la secuencia del gen manualmente o a través del niumero Gen Bank o
Accesion ID. En el disefio de los primers para gPCR es importante que exista un intron
entre los dos exones donde se localiza la secuencia de los oligos forward y reverse
respectivamente, para evitar que la amplificacién sea a partir del DNA que pueda
quedar en la muestra de RNA al aislarlo (incluso después de haber tratado con DNAsa)
y que se arrastra al obtener el cDNA y que, por tanto, se podria usar como molde en la
qPCR.

Cada pareja de primers que van a ser utilizados quedan definidos en el Anexo lll.

5.3.6 Analisis de expresion por gPCR (SYBR Green)

La PCR cuantitativa o PCR en tiempo real es una variante de la PCR convencional que
permite cuantificar de manera absoluta el producto de amplificacion. Se utiliza en el
proceso SYBR Green Master mix 2X (Roche) que es un fluorocromo que se une
inespecificamente al DNA de doble cadena, permitiendo detectar la generacién de
productos especificos. La qPCR se llevd a cabo en el termociclador Quant-Studio 5
System Real-Time PCR. Tras cada ciclo de amplificacién, se midid el incremento de
fluorescencia producido conforme se fue sintetizando DNA. La intensidad de
fluorescencia se representé frente al numero de ciclo de la PCR. El ciclo Ct o Cq es
aquel en el que la fluorescencia emitida supera el nivel umbral. También se obtuvo la
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Tm del producto de reaccidén, que informa del grado de especificidad de la
amplificacién.

Previamente al anadlisis de la expresion por qPCR hay que realizar una validacion de la
eficacia de los primers utilizados (Anexo Ill) segun las indicaciones del manual Real-
time PCR: understanding Ct ofrecido por Applied Biosystems.

Una vez validados los primers, se procede a preparar la reaccion de qPCR, para ello
vamos a trabajar en una campana de flujo laminar, para evitar contaminaciones que
puedan dar lugar a amplificados inespecificos. Previamente se desinfectan todos los
materiales a utilizar mediante radiacién UV durante 15 min dentro de la campana de
flujo laminar. Las mezclas de reactivos se muestran en la tabla 4, teniendo en cuenta
gue el volumen final de cada pocillo donde va a tener lugar la reaccién es de 10 ul (9 pl
de la mezcla de reactivos y 1 pl de cada muestra de cDNA). Es importante trabajar en
oscuridad para evitar dafiar el SYBR Green (por su naturaleza fluorescente).

Tabla 4. Reactivos para la realizacion de la gPCR usando SYBR Green.

Reactivos Volumen
Mezcla de oligonucleétidos 5uM 0,5 ul
SYBR Green Master mix 2X 5ul
Agua 3,5 ul
cDNA 1l
Volumen final 10ul

El reactivo SYBR Green Master mix 2X contiene el resto de componentes necesarios
para el correcto funcionamiento de la gPCR: DNA polimerasa, dNTPs, MgCl, y tampdn.

Las muestras siempre se miden en triplicados bioldgicos y de cada triplicado bioldgico,
tres triplicados técnicos. Es necesario normalizar todos los datos obtenidos con
respecto al gen B-actina (ACTB), que va actuar de gen constitutivo o housekeeping
como control interno para validar la técnica, cuantificar los niveles de transcritos de
interés presentes y poder comparar la expresion entre las distintas lineas celulares
utilizadas.

Una vez preparadas las mezclas de reaccion, la placa de 96 pocillos se introdujo en el
termociclador y se amplificaron las muestras siguiendo un programa estandar de qPCR
gue consiste en: desnaturalizacion inicial a 95 °C (10 min), 50 ciclos de amplificacién
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(desnaturalizacion a 95 °C 10 s, hibridacion a 58 °C 10 s y extension a 72 °C 10 s).
Finalmente, de cada producto de la gPCR se analizd su Ct y su Tm, que informa de la
especificidad de la amplificacion.

5.3.7 Analisis de expresion por gPCR (Método Sondas Tagman)

La expresion de los genes de interés también se puede cuantificar mediante una PCR
cuantitativa o PCR a tiempo real en el sistema Quant-Studio 5 System Real-Time PCR
utilizando las sondas TagMan® de Thermo Fisher Scientific.

La sonda TagMan® posee un primer central, unido en su extremo 3’ a un fluoréforoy a
un quencher en su extremo 5’ que apantalla la fluorescencia del fluoréforo, y por los
primers forward y reverse, disenados previamente para un determinado gen. lLa
técnica se fundamenta en que cuando se lleva a cabo la PCR, la sonda hibridara en el
amplicon. Sin embargo, debido a lo proximos que estan el fluoréforo del quencher, no
se emite fluorescencia. Pero cuando la polimerasa se una al primer central de la sonda
al amplificar el gen, la sonda la hidrolizard mediante su actividad exonucleasa 5'-3' lo
gue produce la separacién del quencher del fluorocromo y la emisién de fluorescencia
de este. De esta manera, se consigue relacionar la intensidad de fluorescencia medida
por cantidad de cDNA de un determinado transcrito presente. En este método no es
necesario realizar previamente una RT-PCR para obtener el cDNA ya que se realiza
todo en un solo paso: el primer forward incluido en la sonda es usado para la sintesis
de cDNA del RNA y junto al primer reverse se cuantificara el cDNA formado.

Para cada muestra, en cada pocillo ademas de los genes deseados se debe realizar la
amplificacidén de un gen de referencia, en nuestro caso la B-actina que actla como en
el caso anterior de gen housekeeping como control interno para normalizar todos los
resultados obtenidos.

Se prepararon las mezclas de reaccidn necesarias para cada gen, que se muestran en la
tabla 5, y posteriormente a cada pocillo se le afiadié 6 ul de master mix TagMan 2X vy 4
ul de cDNA diluida 1/5 por pocillo. Una vez sellada la placa de 96 pocillos se inicia el
programa de qPCR que consiste en: incubacion 900 s a 48 °C, desnaturalizacién inicial
600 s a 95 °Cy repeticion de 40 ciclos de denaturalizacion 15 s a 95 °C y extensién 60 s
a 60 °C. Las muestras siempre se miden en triplicados biolégicos y de cada triplicado
bioldgico se miden tres triplicados técnicos y se analiza finalmente los Ct conseguidos
para cada producto de PCR. Las referencias de las sondas Tagman utilizadas en este
trabajo se recogen en el Anexo I.
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Tabla 5. Reactivos utilizados para la qPCR con sondas TagMan

Reactivo Volumen (pl)
Master MixTagMan 2X 5
Sonda FAM 0,5
Sonda VIC 0,5
Volumen final 6

5.3.8 Electroforesis horizontal de DNA en geles de agarosa

Al final de la reaccion de gPCR mediante el método de SYBR Green y Sondas Tagman,
se puede extraer el producto obtenido y se visualiza en un gel de agarosa del 1 % TAE
para comprobar que los primers han funcionado correctamente y no hay amplificados
inespecificos. También se realiza electroforesis en gel de agarosa para el andlisis de los
productos de la PCR de Micoplasma spp. Para ello, se disuelve una cantidad
correspondiente de agarosa en tampdn de electroforesis TAE 1x (TAE 1x: Tris 40 mM,
acido acético 20 mM y EDTA 1 mM) a 60 °C. Se deja enfriar la disolucién antes de
afladir el reactivo SYBR® Green, necesario para la visualizacion de DNA
posteriormente. La mezcla se vierte sobre el molde del gel, se colocan los peines y se
deja polimerizar a temperatura ambiente durante unos minutos.

Las muestras a cargar se mezclan con el colorante (Tampdn de carga colorante: Ficoll
400 al 30% y azul de bromofenol al 0,1 % (p/v) en TAE) para facilitar su carga en el gel y
controlar mejor el proceso de la electroforesis. Se van a cargar 15 pl de muestra de
gPCR con 5 ul de colorante en cada pocillo del gel. Como marcador de pesos
moleculares se va a utilizar segun el tamafio del producto de gPCR esperado el
marcador Low DNA MassLadder (4 pl) o el marcador High DNA MassLadder (4 pl) de
Invitrogen.

La electroforesis se lleva a cabo en tampon TAE 1x, a un voltaje de 100 V y durante el
tiempo necesario para que los fragmentos de DNA se hayan desplazado lo suficiente
para poder visualizarlos en el gel y diferenciarlos entre si correctamente. Finalmente,
se visualiza el gel en el transiluminador GelDoc de Bio-Rad para comprobar si han
amplificado bien los fragmentos de interés.
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5.4 Técnicas de analisis de proteinas

5.4.1 Preparacion de extractos celulares totales

La extraccidn de proteinas consiste en resuspender el pellet de células obtenido del
cultivo celular SH-SY5Y hasta el 80 % de confluencia en un buffer de lisis RIPA (Tris HCI
50 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, Tritén x100 1 %, desoxicolato de sodio 0,5 % y EDTA 5
mM, esterilizado en autoclave) con 1X de la mezcla de inhibidores de proteasas
(Complete, Protease Inhibitor Cocktail Tablets providad in EASY pack de Roche). El RIPA
permite aislar tanto proteinas solubles como de membrana de células de mamiferoy la
mezcla de inhibidores de proteasas impide la degradacidn de las proteinas de interés
por la liberacion de las propias proteasas enddgenas.

Por tanto, los pellets de células SH-SY5Y se resuspenden en 100 pl de volumen total de
una mezcla formada por RIPA 1X e inhibidores de proteasas en proporcion 1:25 y se
incubaron en una rueda giratoria a 4 °C durante 15 min, se lleva a cabo en frio para
favorecer la extraccion y evitar la desnaturalizacion de las proteinas. A continuacién,
esta suspension se centrifugd a 13000 x g durante 15 min a 4 °C (Eppendorf centrifuge
5415 R) para eliminar los restos celulares y se recogio el sobrenadante para medir su
concentracion de proteinas por el método de Bradford.

5.4.2 Determinacion de la concentracion de proteinas por el método de Bradford

La concentracion de las proteinas de extractos celulares de SH-SY5Y se determina
segun el método de Bradford (Bio-Rad) basado en técnicas de espectrofotometria
usando un espectrofotémetro (UNICAM UV 500, de Thermo Spectronic). Esta técnica
consiste en medir la cantidad de proteinas totales mediante una reaccién colorimétrica
entre un colorante y las proteinas en disolucién. El reactivo de Bradford contiene el
colorante azul de Coomassie que en disoluciones acuosas tiene un color pardo, cuyo
maximo de absorcidn esta a 465 nm, pero en presencia de proteinas se vuelve de color
azul, con maximo de absorcidon a 595 nm. Por tanto, el complejo colorante-proteina
causa un cambio en el maximo de absorcion del colorante de 465 a 595 nm vy la
cantidad de absorcion es proporcional a la cantidad de proteina presente (es decir,
mas azul cuanta mas concentracion de proteina hay).

Primero se construye una recta de calibrado de valores de absorbancia a 595 nm,
formada por 7 diluciones patron con diferente concentraciéon conocida de
seroalbumina bovina (BSA). Se partid de una solucién de 1 mg/ml de BSA y se
prepararon distintas diluciones por duplicado con 0, 1, 2, 3,5, 10y 15 ul de BSA en 200
pl del reactivo de Bradford y H,O miliQ hasta un volumen final de 1 ml.

Las muestras problema se preparan por duplicado usando 2 pl de la solucion de
proteinas, 200 ul del reactivo Bradford y 798 ul de H,0 Gibco.
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Tanto las muestras, como los patrones se mezclan fuertemente, se dejan incubar 5 min
a temperatura ambiente y, finalmente, se procede a la lectura de la absorbancia a una
longitud de onda de 595 nm. Se construye una recta de calibrado con los valores de
absorbancia de las diluciones patrén y se interpolan las absorbancias medidas de las
muestras problema para obtener la concentracion proteica presente en ellas.

5.4.3 Western blot

5.4.3.1 Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida SDS-PAGE

La separacion electroforética de proteinas presentes en extractos celulares se lleva a
cabo en geles desnaturalizantes de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (geles
SDS-PAGE) en base a su peso molecular utilizando el sistema de Mini-PROTEAN de Bio-
Rad.

Para esta electroforesis, se preparan dos tipos de geles con diferentes composiciones y
funciones: en la parte inferior estara gel separador o running gel, para la separacién de
las proteinas, y en la parte superior encontramos el gel concentrador o stacking gel,
para la concentracion o apilamineto de las muestras en el gel. Ambos geles presentan
diferentes concentraciones de poliacrilamida. El gel stacking presenta un 8 % de
porosidad para generar un tamaiio de poro adecuado para poder concentrar todas las
proteinas en un mismo punto. Los geles separadores preparados para separar
proteinas de la linea SH-SY5Y son del 10 % en acrilamida/bisacrilamida. Los
componentes para ambos geles y el volumen requerido de cada uno se recogen en la
tabla 6. Ambos geles se prepararon afiadiendo sus respectivos reactivos a la vez, con
excepcion del APS (Amonio persulfato) y el TEMED que son los que inician y propagan
la reaccidn de polimerizacion y son los ultimos que hay que afiadir a la mezcla.

Tabla 6. Reactivos utilizados para la preparacion de los geles stacking y running.

Componente Gel separador (10 %) Gel concentrador
Acrilamida:bisacrilamida 30:0.8 1,7 ml 0,33 ml

Tampon 4x* 1,25 ml 0,5 ml

Agua destilada 2 ml 1,1 ml

APS 20% 30 pL 20 pL

TEMED 5 plL 5 plL

Tampon 4x*: Tampdn 4X del gel stacking: Tris HCl 0,5M pH 6,8, SDS 0,4 %, EDTA 8 mM; Tampdn 4X del
gel running: Tris HCl 1,5 M pH 8,8, SDS 0,4 % y EDTA 8 mM.
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En primer lugar, se prepara la mezcla del gel running y se vierte entre dos cristales de 1
6 0,75 mm de separacion, colocados sobre el soporte adecuado, dejando 1,5 cm por
encima libres para afiadir después el gel concentrador. Seguidamente, se adiciona una
capa de isopropanol frio para que el gel polimerice de forma recta y evitar la posible
entrada de oxigeno que afectaria a la polimerizaciéon. Una vez el gel ha polimerizado
correctamente se elimina el isopropanol y se lava la superficie del gel con agua
destilada.

A continuacidn, se afade el gel stacking y se coloca el peine de 1 6 0,75 mm de grosor
para la formacién de los pocillos. Una vez el gel polimeriza, se colocan los cristales en
el interior de la cubeta de electroforesis que se llena de buffer de electroforesis 1x
(preparado a partir de buffer de electroforesis 10x compuesto de Tris HCl 250 mM,
glicina 1.92 M, SDS 1 % (p/v)). Antes de cargar las muestras, se quita el peine del gel
concentrador y se lavan los pocillos a presidn con tampdn de electroforesis 1x usando
una jeringuilla para retirar restos de acrilamida que hayan podido quedar en los
pocillos y evite la entrada de las proteinas.

Se cargan las muestras de proteinas (20 pg por calle) mezcladas con tampdn de carga
Laemmli Buffer 4X (Glicerol 10 %, Tris-HCl 160 mM pH 6.8, SDS 8 % (p/v), azul de
bromofenol 0.04 % (p/v), B-mercaptoetanol 4 % (v/v). El B-mercaptoetanol que
contiene es un agente reductor de los puentes disulfuro de las proteinas. Como
marcador de peso molecular de proteinas se emplea Precision Plus Protein Standards
de Bio Rad. En concreto, se cargaron 6 pl de marcador en el primer pocilloy 12 ul de
las muestras de interés en los siguientes, de esos 12, 3 ul corresponden al tampdn de
carga 4X y el resto a las diferentes proporciones entre las muestras de proteinas
problema y H,0 GIBCO, segun la cantidad de proteina a cargar (en pug) y los valores de
concentracion calculados previamente por el método de Bradford.

La electroforesis se desarrolla a una intensidad de corriente constante de 12 mA por
gel hasta que las muestras atraviesan el gel concentrador y llegan al separador. En este
momento, se incrementa la intensidad a 20 mA por gel hasta que el frente alcance la
parte mas inferior del gel.

5.4.3.2 Transferencia de proteinas a membranas de PVDF

Una vez realizada la electroforesis SDS-PAGE, se desea identificar y visualizar las
proteinas de interés entre todas las separadas. Para ello hay que llevar a cabo la
transferencia de las proteinas del gel a membranas de PVDF (Fluoruro de
polivinilideno). Se va a realizar una electrotransferencia himeda y utilizando el sistema
Mini Trans-Blot®Cell de Bio-Rad.

Primero se corta un rectangulo de membrana de PVDF (de la casa comercial Hybond-P
de Amersham) que sea del tamafio adecuado para gel y cuatro trozos de papel
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Whatman® de Sigma. Para activar la membrana, se incuba durante 10 s en metanol y
se lava con agua destilada. Posteriormente, tanto el gel, la membrana como los
papeles y las esponjas del montaje se sumergen en BSN frio a 4 °C (Tris 48 mM; glicina
39 mM vy metanol 20 % (v/v)). A continuacidn, se procedié a montar el sistema de
electrotransferencia de Bio-Rad de acuerdo con las instrucciones del fabricante segun
la figura 6y se llevd a cabo la trasnferencia a 80 V durante 2 h a 4 °C en agitacion.

Almohadilla

Papel de filtro
Membrana

Papel de filtro
Almohadilla

Figura 6. Montaje del sistema para la transferencia humeda.

Una vez pasado el tiempo, se incubd la membrana con una disolucion de leche
desnatada en polvo al 5 % en PBS-T (detergente Tween20 al 0,1 % en PBS, Tampdn
Fosfato Salino, PBS 1X: NaCl 150 mM, K;HPO4 - 3 H,0 8 mM, K;HPO4 1,6 mM, pH 7,4)
toda la noche en camara fria a 4 °C con agitacidon suave o 1 hora a TA. Este paso es
importante para bloquear la superficie de la membrana sin proteinas y evitar asi las
uniones inespecificas de los anticuerpos que seran usados con la membrana.

5.4.3.3 Incubacion de la membrana con los anticuerpos

Previamente a realizar la incubacién con el anticuerpo primario se debe eliminar el
exceso de disolucion bloqueante mediante 3 lavados de 5 min cada uno de la
membrana con PBS-T. Tanto los lavados como la posterior incubacién se llevan a cabo
en cubetas con agitacidn suave a TA.

A continuacién, la membrana se incuba durante 2 h a temperatura ambiente o toda la
noche a 4 °C con el anticuerpo primario especifico para la proteina de interés que se
diluye en PBS-T con un 0,25 % en leche desnatada en polvo para conseguir la
concentracion sugerida por la casa comercial como éptima (tabla 7). Tras el tiempo de
incubacidn se retira la disolucién y se hacen tres lavados de 5 minutos de la membrana
con PBS-T en agitacion suave.
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Posteriormente, se incuba la membrana con el anticuerpo secundario que es una anti

IgG de ratén o conejo (segun el origen del anticuerpo primario) conjugada con

peroxidasa de rabano. Se diluye a la proporcion correspondiente (tabla 7) en PBS-T con

0,25 % en leche desnatada en polvo. La membrana se incuba con esta dilucidon durante

30 min a 1 hy, tras este tiempo, se retira la disolucién y se lava la membrana 3 veces

con PBS-T, 5 min cada lavado antes de revelar los resultados.

Tabla 7.Anticuerpos utilizados para la deteccion de proteinas de interés (Western blot)

Anticuerpo PM Proteina  Dilucién de Origen Monoclonal Casa comercial y
(kDa) trabajo biolégico /Policlonal codigo
DYRK1A Santa Cruz
86 1:1000 Raton Monoclonal
(DYRK1A RR.7) Sc-100376
RCAN1-1L Santa Cruz
27 1:200 Raton Monoclonal
(RCAN2/3 B-9) Sc-374454
NRIP1 Santa Cruz
160-180 1:100 Ratén Monoclonal
(RIP140 F-2) Sc-518071
BACH1 Santa cruz
92 1:1000 Ratdn Monoclonal
(BACH1 F9) Sc-271211
PFKL Santa cruz
80 1:1000 Ratén Monoclonal
(PFKL A-6) Sc-393713
PKNOX1 Santa cruz
64 1:1000 Ratdn Monoclonal
(PREP-1 B2) Sc-25282
Anti-Actinantibody 42 1:5000 Conejo Policlonal Sigma A2066
Goat anti-Rabbit H Scientifi
ermoScientific
+
SIgG (|-¢Ii L) - 1:5000 Cabra Policlonal
econdary 31460
Antibody
Goat anti-Mouse
I1gG (H+L) ; : ThermoScientific
Ceon e - 1:5000 Cabra Policlonal 31430
Antibody
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5.4.3.4 Deteccidon quimioluminiscente

Para la deteccion de las proteinas de interés presentes en la membrana se utilizé un
sistema de revelado por inmunodeteccidn indirecta basado en la utilizacion de un
anticuerpo primario para localizar la proteina de interés, y un anticuerpo secundario
gue detecta al primario y que, ademads, esta conjugado con una peroxidasa. La
peroxidasa tiene dos sustratos el luminol y el perdéxido de hidréogeno. Por tanto,
cuando entra en contacto la peroxidasa con sus sustratos quimioluminiscente (Pierce™
ECL Western Blotting Substrate de Thermo Scientific), se produce la reduccion del
perdxido de hidrogeno a agua y la oxidacion del luminiol que produce una sefial
luminosa.

La membrana se incubd durante 2 min con el sustrato quimioluminiscente,
previamente se mezclaron los dos reactivos del kit ECL de Thermo Fisher (perdxido de
hidrégeno y luminol). A continuacidn, se coloca la membrana en una funda de plastico
y se introduce en el equipo de deteccién de quimioluminiscencia. La luz emitida en
dicha reaccién fue detectada por el aparato Amersham Imager 600 de GE Health care
Life Science programado para realizar exposiciones de distinta duracion. El tiempo de
exposiciéon de cada membrana dependié de la cantidad de muestra cargada en cada
gel y de la alta o baja sensibilidad del anticuerpo utilizado para cada proteina. Una vez
obtenidas las imdagenes, las bandas fueron cuantificadas con el programa Image
QuantTL de Amersham. Es importante normalizar todas las membranas con anticuerpo
de actina, que actiia como control interno para comprobar que se ha cargado la misma
cantidad de proteina en todos los carriles y poder hacer el analisis de las bandas de las
proteinas de interés.

5.5 Aplicaciones bioinférmaticas analisis estadistico de los resultados.

A lo largo de este trabajo se hace uso de las siguientes aplicaciones para el analisis
estadistico de los resultados:

e ImageQuant TL: software para cuantificar las bandas obtenidas por
electroforesis como resultado de los Western Blot.

e Graphpath: para la obtencidn de las graficas donde se muestran los resultados
de los analisis y la obtencién de la desviacion estandar de los datos

e StatView 6.0: el andlisis estadistico de los resultados de este trabajo se llevo a
cabo con este programa en concreto, mediante Test-t. Los valores p value
menores de 0,05 (*p < 0,05) se consideraron estadisticamente significativos.
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6. Resultados

6.1 Medida de la expresion de los transcritos de los genes de interés

Para analizar la sobreexpresion en las células SH-SY5Y de los 6 genes objeto de estudio
BACH1, DYRKI1A, NRIP1, PFKL, PKNOX1 y RCAN1, se cuantificd la expresion del
transcrito de cada gen tanto en la linea celular control SH-SY5Y como en las células SH-
SY5Y que sobreexpresan los diferentes genes de interés mediante gPCR.

Se extrajo RNA de pellets celulares provenientes de células control SH-SY5Y y de
células SH-SY5Y que sobreexpresan los genes de interés y se obtuvo el cDNA por
retrotranscripcidn. Para los 6 genes se llevd a cabo la amplificacion por gPCR usando
como fluorocromo SYBR Green (Roche) que se une inespecificamente al DNA de doble
cadena, permitiendo detectar la generacién de productos especificos. Se realizaron
triplicados bioldgicos de cada muestra y de cada triplicado bioldgico tres triplicados
técnicos. Ademas, para normalizar los resultados se usé el gen B-actina (ACTB), que va
actuar de gen housekeeping como control interno.

Se obtuvieron buenos resultados de la amplificacion para los genes BACH1, DYRKI1A,
PFKL, PKNOX1 y RCANI1. Sin embargo, para el gen NRIP1 no se consiguié ningun
resultado coherente de la qPCR usando como fluorocromo SYBR Green.

En funcidn de los resultados obtenidos para los genes BACH1, DYRK1A, PFKL, PKNOX1 y
RCAN1, se analizé el Cq o ciclo donde, en escala logaritmica, el producto amplificado
supera el umbral fijado por el dispositivo, recordando que a menor Cq, mayor
amplificacion del cDNA y mayor cantidad de mRNA extraido, es decir, mayor sera el
nivel de expresion del gen de interés. En concreto, la cuantificacion se fundamenta en
el método de aproximacion 2%, que supone una eficacia del 100 % de los cebadores
utilizados y se basa en la comparacién del Cq obtenido del gen de interés para cada
muestra, con el obtenido por el control de actina.

Al analizar los niveles de mRNA obtenido de los 5 genes BACH1, DYRKI1A, PFKL,
PKNOX1 y RCAN1 en células transducidas se comprobd que habia diferencias
significativas con respecto a los correspondientes controles como se muestra en la
figura 7. Por tanto, se habia conseguido comprobar la correcta sobreexpresidon de
estos genes de interés.

Dado que para el gen NRIP1 no se habian obtenido resultados coherentes en la gPCR,
se revisO la secuencia de este gen para comprobar que, al carecer de intrones, era
imposible mantener la premisa de que los primers para la gPCR deben estar situados
en dos exones consecutivos, pero separados por un intrén para evitar la amplificacion
a partir del DNA gendmico en lugar del RNA mensajero. Por ello, se decidid realizar el
tratamiento de las muestras con DNAasa |, previamente a la obtencién del cDNA para
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la gPCR. Asi mismo, se disefiaron dos nuevas parejas de primers para intentar
aumentar su especificidad.

Tras tratar con DNAasa | las muestras de NRIP1, se repitid la qPCR con SYBR Green
usando todas las parejas de primers disefiadas para este gen. Se prepararon varias
diluciones de las muestras: 1, 1/10, 1/100 y 1/1000. Pero los resultados obtenidos
tampoco fueron coherentes y mostraron que no habia una relacion lineal entre las
diluciones y los Cq obtenidos. Por tanto, se decidid probar para este gen una qPCR
usando sondas TagMan para intentar mejorar la sensibilidad de la técnica, pero los
resultados tampoco fueron satisfactorios: usando 1 ul de cDNA, las Cqg resultantes
salian demasiado altas y si se realizaba una dilucién de las muestras las Cq salian
indeterminadas.

Por eso, para este gen NRIP1 no se consiguid comprobar la sobreexpresion mediante la
técnica de gPCR pero, como se mostrard mads adelante, si que se consiguié comprobar
el incremento en la cantidad de proteina sintetizada mediante Westernblot.

Figura 7. Niveles de RNA en células
neuronales SH-SY5Y. C: células control

50004 SH-SY5Y; overexpressed: células SH-
ol - SY5Y sobreexpresando los

40004 @m» Overexpressed correspondientes genes de estudio. Los
datos ofrecidos son la media de un

3000 triplicado bioldgico (cada uno por
* * triplicado técnico), junto a su desviacion

2000 estdndar. Los transcritos de las células
control SH-SY5Y aparecen

1000 * representados en un color diferente a
* los de las células SH-SY5Y que
sobreexpresan los correspondientes

BACH1 DYRK1A PFKL PKNOX1 RCAN1-1L genes. Existe significancia estadistica
para los 5 genes BACH1, DYRK1A, PFKL,

PKNOX1 y RCAN1 (*, p<0,05).

6.2 Comprobacion de resultados de la gPCR mediante electroforesis horizontal en gel
de agarosa

Al final de la reaccion de gPCR mediante el método de SYBR Green y Sondas Tagman,
se puede recoger el producto obtenido y visualizarlo en un gel de agarosa del 1 % TAE
para comprobar que los primers han funcionado correctamente y no hay amplificados
inespecificos.

En la figura 8 se muestra el resultado de la electroforesis horizontal obtenida del
producto resultado de la qPCR con SYBR Green realizada para la amplificacién del gen
BACH1. En este gel se cargan 10 pl del producto de qPCR de los 3 triplicados técnicos
de una muestra de BACH1 y Actina con 5 pl de colorante y 4 ul de marcador de pesos
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moleculares Low DNA MasslLadder. Finalmente, comparando los tamafios de los
amplificados obtenidos a partir de cada muestra con los tamafios de los fragmentos de
DNA del marcador de pesos moleculares Low DNA Mass Ladderse comprueba que
todos los amplificados han sido correctos y no hay bandas de amplificados
inespecificos. Por tanto, los primers disefiados para este gen son correctos.

200
400
200
BE L ——————————
1 L ]
T T
M. low mass BACHL Actina

Figura 8. Gel de agarosa 1 % TAE tras qPCR con SYBR Green realizada para la amplificacion del gen
BACH1. La calle 1 corresponde al marcador de pesos moleculares Low DNA MassLadder. Las siguientes 9
calles corresponden al producto de gPCR de los tres triplicados técnicos de triplicados biolégicos de
muestra de cDNA de células SH-SY5Y que sobreexpresan BACH1. Las 9 ultimas calles corresponden al
producto de gPCR de los tres triplicados técnicos de triplicados biolégicos de muestra de cDNA de
células SH-SY5Y que sobreexpresan BACH1 usando los primers de Actina para amplificar este gen. El
tamafio de los fragmentos de DNA se indica en bp.

6.3 Resultado de las PCR para descartar la contaminacion por micoplasmas

Es importante realizar un control de la contaminacién por Mycoplasma spp. antes de
llevar a cabo cualquier analisis de los cultivos celulares. Para ello se comprobd la
presencia o ausencia de micoplasmas mediante PCR con primers especificos para el
genoma del microorganismo en todos los cultivos celulares de trabajo. El producto
obtenido de esta PCR se visualiza en un gel de agarosa del 1 % TAE.

En la figura 9 se muestra el resultado de la electroforesis horizontal obtenida del
producto resultado de la PCR para la detecciéon de micoplasmas en muestras de cultivo
de células SH-SY5Y control y células SH-SY5Y que sobreexpresan el gen BACHI1. Para
detectar la ausencia o presencia de Mycoplasma spp se introducen dos controles
positivos para la presencia de micoplasmas. En este gel se cargan 8 ul del producto de
PCR de las muestras con 2 ul de colorante y 4 ul de marcador de pesos moleculares
Low DNA MassLadder. El tamafo del amplificado que demuestra la presencia de
micoplasmas es de 500 bp. En este gel ejemplo que se muestra en la figura 9 se
observa que no hay amplificado en el caso de la muestra de células SH-SY5Y control y
de células SH-SY5Y que sobreexpresan el gen BACH1 lo que indica que no estan
contaminadas por Mycoplasma spp. Sin embargo, en los dos controles positivos si que
aparece una banda de 500 bp ya que fueron obtenidos de muestras contaminadas con
micoplasmas.
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De esta forma se comprobd que en ninguno de los cultivos celulares usados tanto de
SH-SY5Y control como sobreexpresando BACH1 a lo largo de este trabajo fin de master
habia contaminacién por Mycoplasma spp.

1'1.
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Figura 9. Gel de agarosa 1 % TAE para comprobar la PCR de deteccion de micoplasmas. La calle 1
corresponde al marcador de pesos moleculares Low DNA MassLadder. La calle 2 corresponde a la
muestra de medio de cultivo de células SH-SY5Y control y la calle 3 a la muestra de medio de cultivo de
células SH-SY5Y células que sobreexpresan BACH1. Las calles 4 y 5 corresponden a la muestra de los dos
controles positivos para micoplasmas. El tamafio de los fragmentos de DNA se indica en bp.

6.4 Medida de la expresion de los genes de interés mediante Western Blot

Para comprobar la sobreexpresion de los 6 genes de interés se llevd a cabo la
extraccion total de proteinas de pellets celulares de las lineas de interés (células
control SH-SY5Y y de células SH-SY5Y que sobreexpresan los genes de interés), se
cuantificaron las proteinas extraidas por el método de Bradford y se llevd a cabo un
Western blot para cada gen, utilizando para la inmunodeteccion los anticuerpos de la
Tabla 7. La electroforesis de proteinas se realizd en geles de poliacrilamida SDS-PAGE
de 1 mm de grosor.

Analizando los resultados de los Western blots realizados para los 6 genes de interés se
pudo comprobar un incremento en los niveles de proteina en las células transducidas
con respecto a los controles.

Se obtuvo seiial de la proteina sobreexpresaao para todos los genes BACH1, DYRKI1A,
PFKL, NRIP1, PKNOX1 y RCAN1 como se puede ver en la figura 10. Sin embargo, solo
para los genes DYRK1A, PFKL y PKNOX se obtuvo una buena seial del gen endégeno en
los controles y, por tanto, se pudo realizar el analisis estadistico de los niveles de
proteina como se muestra en la figura 11. Para poder cuantificar las bandas de cada
membrana de los Western blots se necesita hibridarlas con el anticuerpo de actina
como control interno.
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Figura 10. Imdgenes de Ia
inmunodeteccion de las proteinas
analizadas mediante Western blots,
donde C: células control SH-SY5Y; C+:

Protein level
(relative value)

células SH-SY5Y sobreexpresando los
correspondientes genes de estudio.
Se  muestran las  membranas
obtenidas tras la hibridaciéon con el
anticuerpo correspondiente  para
proteina. Los tres primeros carriles de
cada membrana (Cl1, C2, C(C3)
corresponden a las muestras de
células control SH-SY5Y y los tres
siguientes carriles (C1+, C2+, C3+) a
las muestras de células SH-SY5Y
sobreexpresando cada gen. La actina
fue utilizada como estandar interno.
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Figura 11. Cuantificacion de los niveles de proteina obtenidos para los genes DYRK1A, PFKL y PKNOX1.
Las graficas muestran la cuantificacion relativa de la cantidad de proteina detectada las células control
SH-SY5Y y en las células SH-SY5Y sobreexpresando los correspondientes genes. *, p<0,05.

6.5 Resultados de la diferenciacidon a neurona de las células SH-SY5Y que
sobreexpresan BACH1

En este trabajo se lleva a cabo un experimento de diferenciacidn neuronal donde se
van a analizar diferencias entre células control SH-SY5Y y células SH-SY5Y que
sobreexpresan el gen BACHI1. Ademads, se quiere analizar el efecto sobre Ia
diferenciacién neuronal que puede tener un inhibidor de BACH1 a 10 uM disuelto en
NaOH.
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Previamente a realizar el experimento de diferenciacion, el cultivo celular de células
SH-SY5Y que sobreexpresan el gen BACH1 se mantuvo en crecimiento en medio de
cultivo DMEN completo con una dosis de geneticina de seleccion para forzar a las
células a expresar el gen BACH1. La geneticina es el antibidtico que se utiliza para la
seleccion de las células que fueron correctamente transfectadas ya que en el vector
lentiviral con el que se consiguid transferir el gen de interés a la linea celular SH-SY5Y
contenia un gen de resistencia a geneticina.

En el experimento se siembran inicialmente 500.000 células por placa de 10 mm. Se
preparan las siguientes placas:

3 placas de células control SH-SY5Y que no se van a diferenciar y se
mantendran en crecimiento en medio DMEM de baja glucosa durante la
semana que dura la diferenciacién.

- 3 placas de células control SH-SY5Y que se van a diferenciar.

- 3 placas de células SH-SY5Y que sobreexpresan el gen BACH1 que no se van a
diferenciar y se mantendran en crecimiento en medio DMEM de baja glucosa
durante la semana que dura la diferenciacion.

- 3 placas de células SH-SY5Y que sobreexpresan el gen BACH1 que se van a
diferenciar.

- 3 placas de células SH-SY5Y que sobreexpresan el gen BACH1 que se van a

diferenciar y a las que se va a afiadir hemina a 10 uM en NaOH.

Tras 7 dias de llevar a cabo el experimento de diferenciacién como se ha explicado en
el apartado 5.2.6 se visualizaron los cultivos en el microscopio invertido, las imagenes
obtenidas se muestran en la figura 12, para analizar las diferencias visuales que
puedan aparecer.

En las imagenes obtenidas se puede comprobar como las células SH-SY5Y diferenciadas
toman un aspecto de neurona, su forma es mas alargada que las células SH-SY5Y no
diferenciadas y ademds producen neuritas entre ellas similares a las conexiones
neuronales que encontramos en las neuronas. A simple vista no se ven diferencias en
la diferenciacién neuronal entre las células control SH-SY5Y y las células SH-SY5Y que
sobreexpresan el gen BACHI1, todas ellas presentan un aspecto muy similar y la
formacidén de neuritas entre las células.

Tampoco se observan diferencias morfoldgicas a simple vista entre las células SH-SY5Y
diferenciadas que sobreexpresan el gen BACH1 y las células SH-SY5Y que
sobreexpresan el gen BACH1 tratadas con hemina 10 uM disuelto en NaOH.
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SH-SYS5Y control no diferenciadas SH-SY5Y control diferenciadas

SH-SY5Y BACH1 no diferenciadas

Figura 12. Resultados de la diferenciacion neuronal. Se muestran las imagenes tomadas de células
control SH-SY5Y no diferenciadas, células control SH-SY5Y diferenciadas, células SH-SY5Y BACH1 no
diferenciadas, células SH-SY5Y BACH1 diferenciadas y tratadas con hemina 10 uM. Imagenes obtenidas
mediante microscopio éptico invertido usando un filtro de contraste de fases y el objetivo 20X.
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6.6 Resultados de la inmunofluorescencia

Para realizar un analisis mas completo de la diferenciacién neuronal de las células SH-
SY5Y control y las células SH-SY5Y que sobreexpresan el gen BACH1, se llevo a cabo un
experimento de imunofluorescencia. Mediante esta técnica se va a determinar la
presencia, cantidad vy la localizacion subcelular de la f3-Tubulina en las células SH-SY5Y
sin diferenciar y diferenciadas. Las muestras de células SH-SY5Y control no
diferenciadas, células SH-SY5Y control diferenciadas y células SH-SY5Y que
sobreexpresan el gen BACH1 diferenciadas, se preparan como se explica en el
apartado 5.2.7. Finalmente, se visualiza la fluorescencia de las células en la estacion de
imagenes Floid (Floid cellimaging station de LifeTechnology).

Los resultados obtenidos de la inmunofluorescencia se muestran en la figura 13
(células SH-SY5Y control no diferenciadas), figura 14 (células SH-SY5Y control
diferenciadas) y figura 15 (células SH-SY5Y que sobreexpresan el gen BACH1
diferenciadas).

Las zonas con fluorescencia verde nos indican la presencia de B3-Tubulina que como es
una proteina del citoesqueleto aparece en el citosol de las células SH-SY5Y sin
diferenciar y diferenciadas a neurona. La diferencia la encontramos en que en el caso
de las células SH-SY5Y que ha se han diferenciado a neurona presentan B3-Tubulina en
las neuritas que se han formado y unen las células entre si ya que es parte de su
citoesqueleto. Comparando las imagenes de las células SH-SY5Y sin diferenciar y
diferenciadas se puede observar como la cantidad de B3-Tubulina aumenta con la
diferenciacién neuronal, tal y como era esperado.

Las zonas con fluorescencia azul son debidas al uso del reactivo DAPI (ThermoFisher)
que es el 4',6-diamidino-2-fenilindol que emite fluorescencia azul al unirse a las
regiones enriquecidas de adenina y timina del DNA, es decir, que marca el nucleo de
las células.

Por tanto, con esta técnica de inmunofluorescencia podemos demostrar que la B3-
Tubulina es una proteina del citoesqueleto y su cantidad aumenta con la diferenciacién

neuronal.

Figura 13. Inmunofluorescencia de células
control SH-SY5Y no diferenciadas. En verde se
marca la B3-Tubulina del citoesqueleto. En azul
queda marcado el nucleo de las células.
Imagenes obtenidas mediante microscopio de
fluorescencia Floid cell imaging station de Life
Technology.
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Figura 14. Inmunofluorescencia de células control SH-
SY5Y diferenciadas. En verde se marca la B3-Tubulina
del citoesqueleto sobre todo en las neuritas. En azul
queda marcado el nudcleo de las células. Imagenes
obtenidas mediante microscopio de fluorescencia Floid
cell imaging station de Life Technology.

Figura 15. Inmunofluorescencia de células control SH-
SY5Y que sobreexpresan el gen BACH1 diferenciadas.
En verde se marca la B3-Tubulina del citoesqueleto
sobre todo en las neuritas. En azul queda marcado el
nucleo de las células. Imagenes obtenidas mediante
microscopio de fluorescencia Floid cell imaging station
de Life Technology.

Entre las imagenes de las células SH-SY5Y control diferenciadas (figura 14) y células SH-
SY5Y que sobreexpresan el gen BACHI1 diferenciadas (figura 15) no se observan a

simple vista diferencias en la cantidad ni en la localizacién de la B3-Tubulina.

6.7 Medida de la expresion de BACH1 tras la diferenciacion neuronal mediante

Western Blot

Para analizar la diferenciacion a neurona de las células SH-SY5Y se han realizado

Western blots para medir los niveles de proteina BACH1 en las células SH-SY5Y control

diferenciadas y no diferenciadas,

células SH-SY5Y que sobreexpresan BACH1

diferenciadas, no diferenciadas y diferenciadas con hemina. Se han empleado

muestras de 4 replicados bioldgicos. La inmunodeteccidn se realizdé con el anticuerpo
BACH1 cuyas caracteristicas se recogen en la tabla 7. La electroforesis de proteinas se
realizé en geles de poliacrilamida SDS-PAGE de 0,75 mm de grosor, para mejorar los

resultados de la transferencia de proteinas.

Exponiendo la membrana en el detector de quimioluminiscencia 2 min se obtuvo sefial
del gen sobreexpresado para BACH1 como se puede ver en la figura 16A para células
SH-SY5Y que sobreexpresan BACH1 no diferenciadas, diferenciadas y diferenciadas en

presencia de hemina 10 micromolar. Para poder visualizar el gen enddgeno en los

controles SH-SY5Y diferenciados y no diferenciados se sobreexpusieron las membranas

15 min en el detector de quimioluminiscencia y se obtuvo una imagen como la de la

figura 16B.
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Gracias a esta inmunodetecciéon podemos analizar el efecto que tiene la hemina sobre
la sobreexpresion de BACH1. La expresion de BACH1 en las células SH-SY5Y que
sobreexpresan BACH1 diferenciadas en presencia de hemina 10 micromolar se ve
reducida a niveles semejantes a los de BACH1 en los controles de SH-SY5Y. La hemina
actua por tanto inhibiendo/secuestrando BACH1 y reduciendo su cantidad en las
células SH-SY5Y tratadas.
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Figura 16. Imagen de la inmunodeteccion de la proteina BACH1 en células SH-SY5Y no diferenciadas y
diferenciadas a neurona. M: marcador de pesos moleculares Precision Plus Protein Standards de Bio
Rad. C3 No Df = SH-SY5Y Control replicado biolégico 3 no diferenciadas. C3 Df = células SH-SY5Y control
replicado bioldgico 3 diferenciadas. +BACH1-3 NO Df = células SH-SY5Y que sobreexpresan BACH1
replicado biolégico 3 no diferenciadas. +BACH1-3 Df = células SH-SY5Y que sobreexpresan BACH1
replicado biolégico 3 diferenciadas. +BACH1-1 Df + Hemina = células SH-SY5Y que sobreexpresan BACH1
replicado bioldgico 3 diferenciadas en presencia de hemina 10 micromolar. A) Imagen de la
inmunodeteccién de la proteina BACH1 en células SH-SY5Y no diferenciadas y diferenciadas a neurona
por exposicion de la membrana durante 2 minutos. B) Imagen de la inmunodeteccién de la proteina
BACH1 en células SH-SY5Y no diferenciadas y diferenciadas a neurona por exposicion de la membrana
durante 15 min.

Sin embargo, no se pudo realizar el analisis estadistico de los niveles de proteina
BACH1 en todas las muestras, ya que, por falta de tiempo no se pudieron repetir las
membranas del resto de replicados bioldgicos quedando pendiente este anadlisis para
un futuro.
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7. Discusion

Se ha descrito que la sobreexpresion de los genes BACH1, DYRK1A, NRIP1, PFKL,
PKNOX1 y RCAN1 en el DS afecta a la biogénesis mitocondrial. Nosotros debiamos
comprobar por tanto en primer lugar, si estos genes se estaban sobreexpresando en
nuestro sistema de células en cultivo para analizar a continuacion si esta
sobreexpresion esta afectando a la biogénesis mitocondrial y de ser asi ver si los
inhibidores de estos genes, restablecen la biogénesis y la funcién mitocondrial y, por
tanto, seria interesante administrarlos a hembras gestantes. Los resultados que se
guieren conseguir son:

12 Comprobar sobreexpresion a nivel RNA y proteina.

22 Comprobar si dicha sobreexpresion tiene un efecto en la biogénesis y funcionalidad
mitocondrial y la diferenciacion a neurona de las células SH-SY5Y.

32 Si hay un efecto adverso de la sobreexpresidn, ver si con los inhibidores se revierte
dicho efecto vy, por tanto, mejora la biogénesis mitocondrial y su funcionalidad.

En primer lugar, con los resultados obtenidos en este trabajo fin de master se puede
afirmar que se cumplié el primer objetivo que era comprobar la sobreexpresion de los
6 genes de estudio localizados en el cromosoma 21 y relacionados con la patogénesis
de DS en células SH-SY5Y mediante gPCR y Western Blot.

Al analizar los niveles de mRNA obtenidos mediante qPCR de los 5 genes BACHI,
DYRK1A, PFKL, PKNOX1 y RCAN1 en células transducidas se comprobd que la expresion
aumentaba con respecto a los correspondientes controles tal como se muestra en la
figura 7, y que el incremento es significativo. Por tanto, se habia conseguido demostrar
la correcta sobreexpresion de estos genes de interés. Sin embargo, para el gen NRIP1
como se ha explicado previamente, los niveles de transcrito obtenido mediante qPCR
con SYBR green o con sondas TagMan eran indeterminados y no se consiguieron
resultados favorables con ninguna de estas técnicas para comprobar la
sobreexpresion. Analizando la base de datos The human protein atlas (64), se
comprobd que la expresion de este gen en la linea celular SH-SY5Y es indetectable. Los
niveles de sobreexpresion varian para cada gen en cada linea celular. Por eso se
deberia de haber comprobado, previamente a los experimentos, en la base de datos
The human protein atlas si en la linea celular de trabajo, en nuestro caso SH-SY5Y, los
niveles de expresion de cada gen de interés eran detectables.

Ademas de comprobar el incremento en la expresién de los genes de interés, es
importante comprobar el efecto de la sobreexpresién en la cantidad de proteina
correspondiente. Para ello otra forma de comprobar la sobreexpresion de NRIP1 y la
sobreexpresiéon del resto de los genes, en las células SH-SY5Y, fue analizar el
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incremento en los niveles de cada proteina en las células transducidas con respecto a
los controles como observamos en la figura 10. Gracias a esta técnica se consiguid
cuantificar los niveles de proteinas para los genes DYRK1A, PFKL y PKNOX ya que pudo
ser detectada una buena sefial de la proteina enddgena en los controles
sobreexponiendo las membranas en el detector de quimioluminiscencia.

Para intentar visualizar los niveles de proteina enddgena en los controles para todos
los genes se probd a cargar mas cantidad de muestra por pocillo en la electroforesis de
proteinas en geles de poliacrilamida SDS-PAGE o se aumentd el tiempo de exposicidon
de las membranas en el detector de quimioluminiscencia, pero los resultados no
mejoraron. Otra estrategia que se podria haber utilizado es hacer geles de
poliacrilamida para la electroforesis SDS-PAGE en lugar de 1 mm de grosor de 0,75 mm
que mejora los resultados de la posterior transferencia de proteinas a la membrana de
PVDF.

Una vez comprobado que los genes se estdn sobreexpresando y el incremento de la
cantidad de proteina, se ha estudiado dicho efecto, al igual que ocurre en el caso de la
trisomia del cromosoma 21 del DS sobre la diferenciacion a neurona de estas células
SH-SY5Y. En la figura 12 se puede comprobar como las células SH-SY5Y diferenciadas
toman un aspecto de neurona, con una morfologia mas alargada que las células SH-
SY5Y no diferenciadas y ademas producen gran cantidad de neuritas entre ellas. La
formaciéon de neuritas en las células SH-SY5Y diferenciadas también ha quedado
demostrada mediante inmuofluorescencia, en la que se ha comprobado que la B3-
Tubulina es una proteina del citoesqueleto y su cantidad aumenta con la diferenciacion
neuronal sobre todo localizada en las neuritas (figura 14 y 15).

A simple vista en la figura 12 no se ven diferencias en la diferenciacién neuronal entre
las células control SH-SY5Y vy las células SH-SY5Y que sobreexpresan el gen BACHI,
todas ellas presentan un aspecto muy similar. Por ello se ha pensado repetir el
experimento de diferenciacion utilizando el sistema Incucyte, que es un programa que
permite medir el numero y la longitud de las neuritas y, por tanto, analizar mas
cuantitativamente la diferenciacidn a neurona de las lineas celulares.

El objetivo final de esta investigacion es buscar farmacos que puedan ser utilizados en
el tratamiento prenatal de fetos con DS mejorando la biogénesis mitocondrial. Para
cumplir este propdsito se ha realizado un experimento de diferenciacién neuronal de
células SH-SY5Y que sobreexpresan el gen BACH1 tratandolas con hemina. El objetivo
es que al tratar con hemina las células SH-SY5Y que sobreexpresan BACH1, la hemina
actua secuestrando la proteina y dirigiéndola a degradaciéon. De esta forma, esta
proteina que reprime la biogénesis mitocondrial seria en parte degradada y con ello
mejoraria la funcion OXPHOS vy la diferenciaciéon a neurona en las células que la
sobreexpresan.
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La hemina actia uniéndose a la proteina BACH1 y favorece su liberacion del DNA para
su exportacién al citoplasma y posterior degradacién. BACH1 se une a secuencias del
DNA reprimiendo su transcripciéon cuando los niveles de hemina son bajos. Pero el
aumento de los niveles de hemina desplaza a BACH1 de dichas secuencias y provoca su
relocalizacion al citoplasma, haciendo que sean accesibles a activadores (58).

En este trabajo se ha comprobado como la hemina (10 uM) reduce los niveles de
BACH1 (figura 16) en células SH-SY5Y que sobreexpresan este gen, siendo reducida la
cantidad de proteina a niveles semejantes a los de BACH1 que encontramos en los
controles de SH-SY5Y. La dosis utilizada ha sido descrita en la bibliografia previamente,
usando dosis de hemina de 10 uM en células de fibroblastos de ratén (65), en estudios
con células SH-SY5Y (66) y en muestras de plasma humano (67); y no afectando a la
viabilidad de nuestras células.

Como perspectivas futuras se debera seguir estudiando el efecto de la sobreexpresion
de los genes BACH1, DYRK1A, NRIP1, PFKL, PKNOX1 y RCAN1 al igual que ocurre en el
caso de la trisomia del cromosoma 21 del DS, sobre la funcidén de respiracion celular,
sintesis de ATP, dinamica mitocondrial, biogénesis mitocondrial y, en general, la
viabilidad celular. Se analizara la actividad especifica del la citocromo-c-oxidasa CIV y
del consumo de oxigeno; estudio de la biogénesis mitocondrial mediante Ia
determinacién de la actividad citrato sintasa (CS) y de los niveles de mtDNA. Si se ve un
efecto en estos parametros, se estudiara el efecto de inhibidores de estos genes para
la busqueda de posibles tratamientos del DS.

También se plantea comprobar mediante gPCR y Western blot el efecto de la
sobreexpresién de nuestros genes de interés sobre la expresidn de otros genes, tanto
antes como después de la diferenciacidon neuronal:

e SDHA (succinato deshidrogenasa subunidad A) para comprobar la biogénesis
mitocondrial ya que se usa para comprobar la masa mitocondrial por célula.

e (CO1 (citocromo c oxidasa |) para analizar diferencias en la respiracion celular y
el consumo de oxigeno celular. Es un buen marcador para biogénesis
mitocondrial, ya que se puede medir la cantidad de mtDNA por nDNA vy ver si
varia con la diferenciacion a neuronas de las células SH-SY5Y.

e PGCla: buen marcador de la biogénesis mitocondrial, sera util para medir el
efecto de los inhibidores sobre los genes de interés sobreexpresados.

e B3-tubulina: como marcador de diferenciacién.

e TOM?20: es un complejo de traslocacién de membrana externa mitocondrial y
sirve para ver cantidad de mitocondrias en las células.

e MAPT2 (Microtubule Associated Protein 2) para comprobar la diferenciacion
celular.
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Este tipo de estudios buscan posibles tratamientos destinados a aumentar la
biogénesis mitocondrial y, por tanto, la fosforilacion oxidativa mitocondrial en
personas con DS. La discapacidad intelectual es un aspecto clave del DS, con una
disminucion en la proliferacion neuronal y la capacidad de diferenciacién neuronal
observados desde la vida fetal. Por lo tanto, este puede ser un periodo que afecte
positivamente la neurogénesis del DS y mejore significativamente los resultados
cognitivos después del nacimiento (68).

8. Conclusiones

8.1 Conclusiones

Las conclusiones que pueden extraerse en base a los objetivos planteados y a los
resultados obtenidos en el presente trabajo fin de master son las siguientes:

I.  Se ha conseguido comprobar la sobreexpresion de los 6 genes de estudio
(BACH1, DYRK1A, NRIP1, PFKL, PKNOX1 y RCAN1) en células SH-SY5Y. Estos
genes localizados en el cromosoma 21 y relacionados con la patogénesis del DS
afectan con su sobreexpresion a la biogénesis mitocondrial y OXPHOS pudiendo
producir un efecto negativo sobre la diferenciacion neuronal durante el
desarrollo.

II. Se ha estudiado el efecto de dicha sobreexpresion, al igual que ocurre en el
caso de la trisomia del cromosoma 21 del DS sobre la diferenciaciéon a neurona
de estas células SH-SY5Y, viendo como se produce la aparicién de neuritas
conectando las células SHSY5Y diferenciadas entre si.

lll.  El objetivo final es buscar farmacos que puedan ser utilizados en el tratamiento
prenatal de fetos con DS mejorando la biogénesis mitocondrial. En este trabajo
se ha comprobado como la hemina a una concentracion 10 uM reduce los
niveles de BACH1 en células SH-SY5Y que sobreexpresan este gen sin afectar a
la viabilidad celular.

8.2 Conclusions

Based on the objectives set and the results achieved in this work, conclusions obtained
in this Master's thesis are the following:

I.  The overexpression of the 6 study genes (BACH1, DYRK1A, NRIP1, PFKL,
PKNOX1 and RCAN1) in SH-SY5Y cells has been verified. These genes, located
on chromosome 21 and related to the pathogenesis of DS, affect mitochondrial
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biogenesis and oxidative phosphorylation with their overexpression and may
have a negative effect on neuronal differentiation during development.

We have studied the effect of this overexpression, as occurs in the case of DS
chromosome 21 trisomy, on the differentiation of SH-SY5Y cells into neurons,
showing the appearance of neurites connecting differentiated SHSY5Y cells to
each other.

The final objective is to search for drugs that can be used in the prenatal
treatment of DS focus to improve mitochondrial biogenesis. In this work we
have shown how haemin at a concentration of 10 uM reduces BACH1 levels in
SH-SY5Y cells overexpressing this gene without affecting cell viability.
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