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1. GENETICA y EPIGENETICA

El sindrome de Rubinstein-Taybi es un trastorno genético con un
mecanismo epigénetico. En la primera seccion de esta presentacion
introduciremos estos dos términos y explicaremos de forma muy
simplificada la etiologia del trastorno, es decir su causa en términos

moleculares.

» Genética: area de la biologia que busca comprender la herencia bioldgica

que se transmite de generacion en generacion a través del ADN.
+ Epigenética (del griego epi, sobre, y —genética): area de la biologia que
estudia las reacciones quimicas y demas procesos que modifican la

actividad del ADN pero sin alterar su secuencia.



La conclusion del PROYECTO GENOMA, hace ahora unos 15 afios, nos ha proporcionado un
mejor entendimiento de las enfermedades o trastornos genéticos como el sindrome de
Rubinstein-Taybi.
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En el caso de los humanos, el genoma consta de unos 30,000 genes o unidades funcionales. Para cada
uno de estos genes tenemos dos copias, una heredada de nuestra madre y otra heredada de nuestro padre.
Durante el proceso de replicacién del genoma, a veces se producen cambios en la secuencia que pueden
dar lugar a la perdida de la informacion genética o a cambios en la misma. Si el gen afectado tiene una
funcién importante, el cambio en la secuencia puede originar una enfermedad.
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Todos los tipos celulares que forman nuestro cuerpo, desde las células de la piel hasta
nuestras neuronas, comparten un mismo genoma. Sin embargo, los distintos tipos celulares
expresan el genoma de forma diferente, por eso realizan distintas funciones.
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La epigenetica investiga como a partir de un solo genoma se consiguen
los distintos tipos celulares




La comunidad cientifica esta ahora embarcada en un proyecto aun mas ambicioso que el
Proyecto Genoma, el denominado PROYECTO EPIGENOMA, que esperamos nos permita
entender como un solo genoma puede lugar a tipos celulares tan distintos como los
encontrados en nuestros tejidos.
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£l epigenoma humano es la sintesis del genomay el entorno. / CORDON PRESS
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NEUROEPIGENETICA

La importancia de la epigenética no termina con el desarrollo.
Los neurocientificos pensamos que el epigenoma de las neuronas puede
cambiar en funcién de las experiencias vividas.

Estudios recientes demuestran que el epigenoma de los gemelos idénticos son inicialmente
muy parecidos, pero van divergiendo segun los gemelos crecen y sus vidas empiezan a diferir.
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La neuroepigenetica es una de las areas de las neurociencias de mas intensa actividad en la
actualidad.

El sindrome de Rubinstein-Taybi

El sindrome de Rubinstein-Taybi (SRT), como la mayoria de las enfermedades o trastornos
genéticos, se produce porque falta una proteina como resultado de una mutacion en el gen
que codifica esa proteina.
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Hoy distinguimos al menos dos formas de SRT:

* SRT1: Causado por mutaciones en el gen CREBBP que codifica la proteina CBP
(ahora también llamada KAT3a)

* SRT2: Causado por mutaciones en el gen EP300 que codifica la proteina p300
(ahora también llamada KAT3b)

Ambos genes son muy similares y producen proteinas con funcién de
acetiltransferasas de lisinas (también llamadas acetiltransferasas de histonas). Aunque
aun no entendemos en su totalidad la funcién que juegan las acetiltransferasas de
lisinas, sabemos que estan relacionadas con los interruptores tipo ‘dimmers’
mencionados anteriormente. Es decir, son reguladores epigenéticos que regulan la
expresion del genoma. Por ello, la falta de CBP o p300 tiene un efecto particularmente
dramatico y afecta a muchos genes y con ellos a mucho procesos bioldgicos distintos.
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Muchos sindromes raros asociados a discapacidad
intelectual estan causados por mutaciones en genes que
codifican reguladores epigenéticos
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Esta tabla no es exhaustiva, solo presenta unos pocos ejemplos de sindromes con una posible
causa epigenética.

Kleesftra et al., Neuropharmacology 2014

2. ESTUDIOS EN MODELOS ANIMALES

Los avances en biologia y biomedicina en el ultimo siglo han demostrado que nuestro genoma
es muy similar al de otros organismos. Igualmente, nuestro cerebro es también muy similar al
de otros animales
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La convergencia de la investigacion clinica y la investigacion cientifica basica esta
proporcionando una comprension sin precedentes acerca de los mecanismos
normales de funcionamiento del cerebro y, por lo tanto, también de su disfuncién. En
particular, el uso de ratones modificados genéticamente para emular enfermedades
neuroldgicas y neurodegenerativas ha abierto nuevos horizontes terapéuticos para el
tratamiento de estas condiciones y clarificado su etiologia molecular.

Hoy en dia disponemos de técnicas para manipular
el genoma de ratdn, para marcar células o para
marcar, cuantificar, aumentar o disminuir la cantidad
de cualquier proteina que nos interese
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Modelado de enfermedades neurologicas en raton

Los avances en genética humana
durante la pasada década han llevado a
la identificacion de los genes
responsables de diversos sindromes de
discapacidad mental. La introduccion de
las mismas mutaciones genéticas en
ratén permite reproducir la enfermedad
en este organismo, lo cual puede hacer
posible la identificacion de la causa
original del trastorno y el ensayo de
distintas formas de terapia. El objetivo
ultimo de estos estudios es cerrar el
circulo y permitir atacar la enfermedad
en humanos con el conocimiento
adquirido en los modelos animales.

Son ya muy numerosos los ejemplos en
los que el uso de ratones modificados
genéticamente ha permitido emular
enfermedades neuroldgicas y
neurodegenerativas clarificado la
etiologia molecular de las mismas y
abriendo nuevos horizontes
terapéuticos.

11



. Qué hemos aprendido de los modelos
animales para SRT?
(y que podemos aprender)

« Funcidn biologica de las proteinas CBP y p300
« Etiologia de la enfermedad
* Mejora del diagnostico

» Mejora de la terapia
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» Funcidn bioldgica de las proteinas CBP y p300

Los estudios llevados a ° o =
cabo por grupos de CBP/ p300 ELPAIS
investigacion en todo el RN

mundo han permitido llegar

a las conclusiones E:
resumidas anteriormente:
CBP y p300 son
reguladores epigenéticos
que regulan la expresion de 3
otros genes. =

NOMA HUMANO

Un macroproyecto revela el mapa de
los* < gimmers® ' del genoma

« El Proyecto Epigenoma Humano localiza las modificaciones del ADN que explican el
desarrollo de la persona y sus grandes enfermedades
« Mapeada una “nueva dimensién” del genoma humano

En particular, regulan la acetilacion de histonas, una modificaciéon de la cromatina que relaja la compactacion de
la molécula de ADN permitiendo la expresién génica.

'KATs: CBP & p300 Acetilacion de histonas 'HDACs

Histones



« Etiologia de la enfermedad

<~ La mayoria de las enfermedades genéticas se producen porque falta una
proteina como resultado de una mutacion.

<~ Laimportancia de CBP y p300 es tan grande que si faltan completamente se
detiene el desarrollo del embrion.

< En el SRT solo hay la mitad de la cantidad normal. Esto hace que sea una
enfermedad muy rara que aparece como resultado de mutaciones nuevas, no
heredadas
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CBP

SRT

(o) Bloqueo
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0
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° Ethlog ia de la enfermedad (algunos resultados de nuestro equipo)

La eliminacion de la proteina CBP tiene efectos mas graves en cognicion que la eliminacién
de la proteina p300, lo cual es consistente con la severidad de los sintomas en pacientes
con el SRT y mutaciones en los genes CREBBP o EP300
Cbp*-: La perdida de una copia del cbp*” Animal normal p300*"-
gen Crebbp en ratén causa
anormalidades del esqueleto,
retraso en el crecimiento, defectos
motores y cognitivos, y otros
endofenotipos asociados a SRT R

Alarcon et al. Neuron 2004; Viosca et al. Neurobiol Dis 2010

La eliminacién de la proteina CBP a distintos tiempos del desarrollo del raton indica que la
proteina juega un papel mas importante en el desarrollo que en el animal adulto
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Valor et al. J Neurosci 2011; Lopez-Atalaya al. EMBO J 2011; y resultados aun sin publicar
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« Mejora del diagnostico

Por ejemplo, los experimentos de cribado génico en modelos animales
pueden permitir la identificacién de nuevos genes relacionados con el SRT.
Dado que un 40% de casos de SRT no son explicados por mutaciones en
los genes CREBBP y EP300 (o al menos por mutaciones en las regiones
que codifican para proteinas), la identificacion de nuevas dianas mejoraria
el diagnostico.
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* Mejora de la terapia - Farmacos
Se han descrito dos tipos de drogas que han sido

efectivas para reducir defectos en algunas formas de

memoria en modelos murinos del SRT:

» Tratamiento con activadores de la ruta de CREB

Rolipran (inhibidor de la fosfodiesterasa 4) Bourtchouladze et al., PNAS 2003

» Tratamiento con inhibidores de HDAC (HDAC:I)

Tricostatina A (TSA) Korzus et al. Neuron 2004

Suberoylanilide Hydroxamic acido (SAHA o vorinostat)  Alarcon et al. Neuron 2004

Se esta realizando un ensayo clinico en Francia basado en los estudios

en modelos murinos con el HDACI valproato sodico. El ensayo aun esta

abierto, pero no ha proporcionado resultados claramente positivos.

Es posible que otros HDACi mas especificos puedan producir resultados

distintos. RUBIVAL — Universidad de Burdeos, IP: Didier Lacombe
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* Mejora de la terapia — Terapia ocupacional

» Enriquecimiento ambiental

Varios déficits observados en animales deficientes para CBP desaparecen
o estan reducidos en un ambiente enriquecido.
Lopez-Atalaya et al. EMBO J 2011

Desafortunadamente algunos beneficios asociados al enriquecimiento

ambiental, como el aumento de la neurogenesis, no se observan en
ratones modelos para el SRT

ENRIQUECIMIENTO AMBIENTAL: JAULA
140x60x20 cm NORMAL:
(~20 jaulas normales) 15x30x11 cm
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3. Translacién a pacientes

Nuestra investigacion indica que las mismas alteraciones bioquimicas
observadas en ratones también son observadas en pacientes con SRT
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Colaboracion con Dra. Lidia Larizza (Univ. Of Milan)
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Los compuestos tipo HDAC: revierten el defecto de
acetilacion observado en las lineas celulares de pacientes
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Colaboracién con el grupo de la Dra. Larizza, Univ. de Milan
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