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Resumen

La forma genética mas prevalente en la cardiomiopatia arritmogénica (ACM, del inglés
“arrhythmogenic cardiomyopathy”) es causada por mutaciones en la placofilina-2 (PKP2). La
mayoria de las mutaciones en PKP2 descritas en pacientes con ACM, generan proteinas
truncadas. Sin embargo, los mecanismos a través de los cuales estas mutaciones en PKP2
provocan el desarrollo de la ACM, son poco conocidos. El objetivo de este estudio fue investigar
los mecanismos moleculares subyacentes al desarrollo de un fenotipo estructural de ACM,
inducido por mutaciones que provocan la deleccion de la regién C-terminal de PKP2 (CT) e
identificar posibles dianas terapéuticas. En este trabajo se caracterizé el efecto de la proteina
mutante de PKP2 con deleccion de la region CT, R735X. Para ello, mediante el uso de imagen
por resonancia magnética cardiaca (MRI), se observé que la funcién cardiaca del ventriculo
derecho (VD) estaba comprometida en ratones transducidos con AAV-R735X. Ademas,
combinando diversas técnicas como microscopia confocal, microscopio de fuerza atémica (AFM)
o transferencia de energia de resonancia de Foster (FRET), se observd que la presencia del
mutante R735X, alteraba la distribucién de los componentes del citoesqueleto de actomiosina,
su estructura y las propiedades de los filamentos, afectando a la arquitectura celular. Este
trabajo revela que PKP2 es capaz de influir en la regulacidn del citoesqueleto de actina a través
de la modulacién de la actividad de la MYH10, lo que sugiere que la proteina mutante R735X
actia como un mutante con ganancia de funcién El modelo tridimensional de la estructura de
PKP2, revelé que la regién CT era necesaria para estabilizar la estructura de la proteina. Por
tanto, la proteina mutante R735X sufria un cambio conformacional y exponia una regién interna
qgue en la estructura de PKP2 “wild-type” quedaba oculta, alterando su funcion, su localizaciéon
y su interaccion con otras proteinas. La oclusidon estérica de esta regidén interna, en la proteina
R735X-Ctag, condujo a una recuperacién parcial del fenotipo estructural que provocaba el

mutante R735X, indicando que puede ser una nueva diana terapéutica en la ACM.
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Abstract

Abstract

The most prevalent genetic form of arrhythmogenic cardiomyopathy (ACM) is caused by
mutations in plakophilin-2 (PKP2). Most of the PKP2 mutations described in ACM patients,
generate truncated proteins. However, the mechanisms of how mutations in PKP2 lead to AC,
are poorly understood. The aim of this study was to investigate the molecular mechanisms
underlying the development of a structural phenotype of ACM, induced by mutations that cause
the deletion of the C-terminal region of PKP2 (CT) and to identify potential therapeutic targets.
In this study, the effect of the mutant PKP2 protein with deletion of the CT region, R735X, was
characterized. To do this, by using cardiac magnetic resonance imaging (MRI) we detected
impaired right ventricle (RV) cardiac function in mice transduced with AAV-R735X. In addition,
combining confocal microscopy, atomic force microscope (AFM) or Foster resonance energy
transfer (FRET), it was observed that the expression of R735X mutant altered the actomyosin
cytoskeleton components distribution, structure and the properties of the filaments, affecting
the cellular architecture. This work reveals that PKP2 is able to influence the regulation of the
actin cytoskeleton through modulation of MYH10 activity, suggesting that the R735X mutant
protein acts as a gain-of-function mutant. Computational modeling of PKP2 structure, revealed
that the CT region was necessary for the stabilization of the protein structure. Therefore, the
mutant R735X protein underwent a conformational change and exposed an internal region that
was hidden in the PKP2 "wild-type" structure, altering its function, its location and its interaction
with other proteins. Occlusion of this internal region, in the mutant protein R735X-Ctag, led to
a partial recovery of the structural phenotype caused by R735X mutant, indicating that it may

be a new therapeutic target in ACM.
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Introduccion

1. Cardiomiopatias hereditarias

Las enfermedades cardiovasculares son una de las principales causas de mortalidad en la
actualidad, con una incidencia anual de aproximadamente el 31% de todas las muertes
registradas en el mundo, segln los datos de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS). Sin
embargo, estas muertes no siempre estan relacionadas con el incremento de la longevidad o
con malos habitos de salud, si no que pueden tener un fuerte componente genético. De hecho,
las cardiomiopatias hereditarias son una de las principales causas de enfermedad cardiaca en
todos los grupos de edad, a menudo con un inicio en la adolescencia o en la edad adulta
temprana, y estan asociadas con una morbilidad y mortalidad significativas (Masarone et al.,
2018; Watkins et al., 2011). Los grandes avances de las ultimas décadas han permitido poder
descifrar la base genética de muchas de estas enfermedades, asi como su diagndstico. Sin
embargo, los tratamientos solo se llevan a cabo con terapia invasiva o farmacologia paliativa
(William J. McKenna etal.,, 2017, Watkins etal., 2011). Por tanto, urge la necesidad de
comprender los mecanismos moleculares fundamentales involucrados en el inicio y el desarrollo

de estas enfermedades para poder desarrollar terapias eficaces.

En las cardiomiopatias hereditarias se hace una distincion entre las cardiomiopatias
estructurales arritmogénicas, los sindromes de arritmias y las miopatias mitocondriales

(Beckmann et al., 2011; Brieler et al., 2017; William J. McKenna et al., 2017).

Entre las cardiomiopatias estructurales arritmogénicas hereditarias mas frecuentes, se
encuentran la cardiomiopatia hipertréfica, la cardiomiopatia dilatada, la cardiomiopatia no
compactada de ventriculo izquierdo y la cardiomiopatia arritmogénica (AC, del inglés
“Arrhythmogenic Cardiomyopathy”). Mutaciones en diferentes genes que codifican proteinas
gue se encuentran en los desmosomas, en los sarcémeros, en el citoesqueleto o en la membrana
nuclear, provocan cambios estructurales en el tejido cardiaco, que pueden relacionarse con la
presencia de arritmias en el paciente, e incluso muerte subita (Beckmann et al., 2011; Nishimura

et al., 2017; Reichart et al., 2019).

Los sindromes de arritmias hereditarios incluyen varias enfermedades diferentes como el
sindrome del QT largo, el sindrome de Brugada, el sindrome del QT corto y la taquicardia
ventricular polimérfica catecolaminérgica. Las arritmias ventriculares caracteristicas de estos

sindromes, son causadas por mutaciones que provocan disfuncidon de los canales idnicos del
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musculo cardiaco (enfermedad de los canales idnicos). Sin embargo, en pacientes que sufren
alguna de estas enfermedades, el corazén no presenta ningln tipo de alteracidn estructural, ni
siquiera en pacientes que hubieran fallecido por muerte subita (Beckmann et al., 2011; Gray &

Behr, 2016).

Las miopatias mitocondriales que conllevan patologias cardiacas, generalmente involucran
mutaciones en el ADN mitocondrial y sus manifestaciones pueden ser estructurales, funcionales,
0 ambas. Entre los defectos cardiacos asociados a mutaciones en el ADN mitocondrial, la
cardiomiopatia hipertréfica es la mas comun (Ahmed et al., 2018; Beckmann et al., 2011; Lee &

Han, 2017).

2. Cardiomiopatia arritmogénica

2.1. La evolucién en la definicidn de la cardiomiopatia arritmogénica

El cambio de nomenclatura desde principios de 1980, refleja la evolucidn en el conocimiento
sobre la cardiomiopatia arritmogénica (AC). La primera descripcién anatdmica y clinica de la
enfermedad fue en 1977 y se la denomind “displasia del ventriculo derecho”, por ser
considerada una anomalia congénita en el desarrollo del miocardio del ventriculo derecho (Elias
Neto et al., 2018; Fontaine et al., 1993). A partir de entonces, diversos estudios morfoldgicos y
clinicos, demostraron que la ACM no era un defecto estructural presente al nacer, si no una
enfermedad adquirida y progresiva del miocardio, por lo que el término displasia se reemplazé
por “cardiomiopatia de ventriculo derecho” (Thiene et al., 1988). Durante el mismo periodo, las
arritmias ventriculares fueron reconocidas como una manifestacion clinica predominante de la
ACM y muchos articulos se referian a ella como “displasia arritmogénica de ventriculo derecho”
o “cardiomiopatia arritmogénica de ventriculo derecho” (W. J. McKenna etal.,, 1994).
Posteriormente, se descubrié que la enfermedad podia ser causada por mutaciones en los genes
de los desmosomas cardiacos, lo que reforzé la idea de que se trataba de una cardiomiopatia y
permitid su inclusién en la clasificacién de las cardiomiopatias de la OMS en 1995 (Elias Neto
et al., 2018; Richardson etal., 1996). Durante muchos afios se ha empleado el término
“cardiomiopatia arritmogénica de ventriculo derecho” (en inglés, “Arrhythmogenic right
ventricular cardiomyopathy” [ARVC]) debido a que el fenotipo de la enfermedad se caracteriza
por una afectacién predominante del ventriculo derecho (Corrado Domenico et al., 2017). Sin

embargo, se ha demostrado que el espectro de la enfermedad es mas amplio de lo que se
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pensaba inicialmente, con la identificacién de casos que afectan al ventriculo izquierdo de forma
tardia en la enfermedad, formas biventriculares e incluso formas que afectan de manera
predominante al ventriculo izquierdo, con afectacidn del ventriculo derecho limitada o ausente
(Gallo et al., 1992; Michalodimitrakis et al., 2002). Estos hallazgos, han provocado que en los
Ultimos afios se utilice el término mas amplio de Cardiomiopatia Arritmogénica (AC) para
englobar todas las expresiones fenotipicas de la enfermedad (Basso et al., 2012; Bennett et al.,

2019).

2.2. Incidencia de la ACM

La ACM esta clasificada como una patologia cardiaca rara (ORPHA247) (Alcalde et al., 2014) y su
prevalencia estimada en la poblacion general oscila entre 1:2000 y 1:5000 (Azaouagh et al.,
2011). La prevalencia de ACM entre victimas de muerte subita es relativamente alta, siendo esta
enfermedad una de las principales causas de muestre subita cardiaca entre jévenes y atletas.
Debido a que la manifestacion inicial puede ser muerte subita cardiaca, probablemente los
pacientes no diagnosticados constituyen un 30% adicional en la mayoria de las poblaciones
(Corrado Domenico et al., 2017; Elias Neto et al., 2018). La mayoria de los estudios revelan que
la ACM tiene una mayor incidencia y una mayor gravedad en los hombres que en las mujeres,
con una proporcién aproximada de 3:1. Esto se ha atribuido a la influencia directa de las
hormonas sexuales en la expresién fenotipica de la enfermedad o a las diferencias relacionadas
con el sexo en la cantidad e intensidad del ejercicio (Azaouagh et al., 2011; Corrado Domenico
et al., 2017). La aparicién de ACM en individuos menores de 12 afos de edad, o mayores de 60

anos es extremadamente rara (Elias Neto et al., 2018).

2.3. Manifestaciones clinicas de la ACM

La ACM es una enfermedad cardiaca que abarca un amplio espectro de fenotipos (Costa et al.,
2020). La sospecha de ACM clasica suele surgir cuando personas jévenes y/o atléticas, se
presentan con palpitaciones cardiacas, sincopes o paros cardiacos (Basso etal., 2012). Los
pacientes afectados presentan normalmente arritmias ventriculares procedentes del ventriculo
derecho, entre la segunda y la cuarta década de la vida. Sin embargo, la muerte subita puede
ocurrir en la adolescencia, siendo en muchas ocasiones, la primera manifestacion de la

enfermedad, incluso antes de que aparezcan cambios estructurales. Por otra parte, portadores
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de mutaciones relacionadas con la ACM también pueden permanecer asintomaticos durante
toda la vida (Costa et al., 2020; te Riele et al., 2014). La progresion general de la ACM, en su
forma clasica (afectacion dominante del ventriculo derecho), puede clasificarse en cuatro fases

distintas (Costa et al., 2020; Elias Neto et al., 2018; Haugaa et al., 2016) (Fig. 1):

- Fase temprana “oculta” o silente: es la fase subclinica, en la que el paciente permanece
asintomatico. Pueden aparecer anomalias estructurales discretas en el ventriculo derecho,
aungue suelen ser indetectables. En esta etapa, la muerte subita cardiaca puede ser la
primera manifestacidn de la enfermedad.

- Fase “eléctrica” o arritmica: en esta fase aparece un trastorno eléctrico evidente. El
paciente tiene palpitaciones, sincope, anomalias en el electrocardiograma (ECG) y arritmias
ventriculares sintomaticas con morfologia de bloqueo de la rama izquierda. Estas arritmias
ventriculares pueden darse desde una forma aislada hasta un episodio de muerte subita
debido a la fibrilacion ventricular y en muchas ocasiones, pueden ocasionarse por el
esfuerzo fisico. Las anomalias estructurales se limitan principalmente a regiones especificas
del ventriculo derecho y pueden ser detectables mediante imagen por resonancia
magnética (MRI).

- Fase “estructural” o de fallo del ventriculo derecho: esta fase, tipicamente muestra una
extension de la enfermedad por el ventriculo derecho, con una pérdida progresiva del
miocardio sano y su reemplazo por tejido fibroadiposo, que conduce a un deterioro
progresivo de la funcion global del ventriculo derecho, con una relativa conservacién del
ventriculo izquierdo.

- Fase final: en una etapa avanzada, la enfermedad progresa a insuficiencia cardiaca del
ventriculo derecho, del ventriculo izquierdo o biventricular, a menudo combinado con
arritmias ventriculares. El fenotipo puede imitar a la cardiomiopatia dilatada avanzada,

dificultando el diagndstico diferencial en las etapas mds avanzadas de la enfermedad.

La progresion de la enfermedad puede presentarse en momentos concretos o lo que se
denomina “fases calientes”, en lugar de ser un proceso continuo. Los factores ambientales,
como el ejercicio y la inflamacién, pueden actuar como factores desencadenantes y facilitar la

progresién de la enfermedad (Haugaa et al., 2016).

En los ultimos afios se han descrito formas no clasicas de AC, las que afectan de manera
predominante al ventriculo izquierdo y las biventriculares, las cuales muestran una presentacion

clinica atipica (Basso et al., 2012; Costa et al., 2020; Michalodimitrakis et al., 2002).
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Figura 1. Progresion de la enfermedad en la ACM. Los cambios eléctricos en un ECG o por monitorizacién
con Holter, son normalmente el primer signo de la enfermedad. Las anomalias estructurales se suelen
observar en etapas mds avanzadas de la enfermedad y las mas comunes son el reemplazo del tejido
miocardico por tejido fibroadiposo. ECG: electrocardiograma; VD: ventriculo derecho; VI: ventriculo

izquierdo. Adaptado de te Riele et al., 2014.

2.4. Diagndstico clinico de ACM

Debido a que es una enfermedad de baja prevalencia que carece de una sola prueba que pueda
confirmar la afeccién, el diagndstico de la ACM puede ser un desafio. Por eso, se han
desarrollado los criterios del Grupo de trabajo (del inglés “Task Force criteria” [TFC]) por parte
de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y de la Sociedad y Federacién Internacional de
Cardiologia (SFIC), en un esfuerzo por estandarizar el diagndstico de la ACM (Bennett et al.,
2019; Stevens etal., 2020). Estos criterios son un conjunto de caracteristicas clinicas,
estructurales, electrocardiograficas y genéticas, que permiten que los casos clinicos puedan ser

clasificados.
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Los criterios del Grupo de Trabajo para el diagndstico de la ACM que se emplean actualmente,

se modificaron en 2010 y combinan varias modalidades de diagndstico diferentes, incluyendo:

- Evaluacidn electrocardiografica para detectar anomalias en la repolarizacién, que se
manifiesta mediante la aparicion de ondas T invertidas, y en la despolarizacion y/o la
conduccién eléctrica, como bloqueo completo o incompleto de la rama derecha, asi
como la aparicién de ondas épsilon y un aumento de la duracién del complejo QRS
(Alcalde et al., 2015; Gandjbakhch et al., 2018; Sattar et al., 2019; Towbin et al., 2019).

- Evaluacién de arritmias mediante ECG de 12 derivaciones, monitorizacion con Holter
y/o prueba de esfuerzo para detectar la aparicion de contracciones ventriculares
prematuras, taquicardias ventriculares o morfologia de bloqueo de la rama izquierda
precoz (Alcalde et al., 2015; Corrado Domenico et al., 2017; Haugaa et al., 2016).

- Evaluacién estructural por ecocardiografia, resonancia magnética y/o angiografia del
ventriculo derecho para valorar la funcién ventricular. Los criterios principales que se
tienen en cuenta son movimientos anormales de la pared del ventriculo derecho, un
aumento del volumen diastélico final del ventriculo derecho (VDF-VD) o una
disminucion de la fraccion de eyeccion del ventriculo derecho (FE-VD) (Alcalde et al.,
2015; Sen-Chowdbhry et al., 2006; te Riele et al., 2014; Towbin et al., 2019).

- Evaluacion histoldgica mediante biopsia endomiocdrdica, valorando la lesidn
caracteristica de la enfermedad, es decir, la pérdida de cardiomiocitos y su reemplazo
por fibrosis e infiltracion (Alcalde et al., 2015; Corrado Domenico et al., 2017; Towbin
et al., 2019).

- Evaluacion genética y familiar para identificar una mutacién patogénica o posiblemente
patogénica, en pacientes que ya cumplen con otros criterios de diagndstico para la ACM
y un historial familiar, que cubra al menos 3 generaciones, centrado en muertes
prematuras inexplicables, arritmias y enfermedades que afecten a la conduccidn

eléctrica (Corrado, 2019; Sattar et al., 2019; Towbin et al., 2019).

Las anomalias se clasifican en criterios mayores y menores para la ACM, estableciéndose
tres grados de diagndstico: definitivo, limite o posible (Azaouagh et al., 2011; Haugaa et al.,

2016).

- El diagnéstico definitivo para la ACM incluye: dos criterios mayores o un criterio mayor
y dos criterios menores o cuatro menores de diferentes categorias.
- El diagnéstico limite para la ACM incluye: un criterio mayor y uno menor o tres criterios

menores de diferentes categorias.
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- El diagndstico posible para la ACM incluye: uno o dos criterios menores de diferentes

categorias.

Aunque los TFC 2010 aumentaban la especificidad del diagndstico, todavia no eran lo
suficientemente sensibles, especialmente en etapas tempranas de la enfermedad, y tampoco
eran aplicable a la ACM con formas biventriculares o de afectacidon predominante del ventriculo
izquierdo (Bennett et al., 2019; Elias Neto et al., 2018). Para esto, surgen recientemente los
criterios de Padua que, basdndose en enfoque multiparamétrico de los TFC 2010, introduce
nuevos criterios de ECG y de caracterizacion de tejidos por MRI para el ventriculo izquierdo

(Corrado et al., 2020; Patel et al., 2020).

2.5. Tratamiento para la ACM

En la actualidad no existe un tratamiento eficaz que pueda prevenir la progresién de la ACM.
Tras diagnosticar a un paciente con AC, las terapias se centran en el tratamiento de los sintomas
para prevenir la aparicién de sucesos letales. Los posibles tratamientos incluyen la restriccion
de ejercicio vigoroso o de alta intensidad, betabloqueantes, farmacos antiarritmicos, ablacién
con catéter endocardico o epicardico y trasplante cardiaco. En aquellos pacientes que tienen un
riesgo significativo de sufrir muerte subita, se considera la insercion de un desfibrilador
automatico implantable (DAI), siendo esta la Unica terapia que ha demostrado disminuir la
mortalidad en pacientes con ACM (Bennett et al., 2019; Platonov et al., 2019; Sattar et al., 2019;

Stevens et al., 2020).

2.6. Etiologia de la ACM

Hasta la fecha, se han identificado 16 genes asociados con el fenotipo de ACM (Elias Neto et al.,
2018; Gandjbakhch et al., 2018). La herencia de la ACM es tipicamente autosdmica dominante
con penetrancia incompleta y expresividad variable (te Riele et al., 2014). En aproximadamente
el 50% de los pacientes, se trata de una enfermedad genética causada por mutaciones en genes
que codifican proteinas del desmosoma: placofilina-2 (PKP2), desmogleina-2 (DSG2),
desmoplaquina (DSP), desmocolina-2 (DSC-2) y, de forma menos frecuente, placoglobina (JUP)
(Tabla 1). También se han identificado una minoria de pacientes afectados que presentan

mutaciones en genes no desmosomales, y muchos han sido implicados en formas de
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enfermedad con afectacién predominante del ventriculo izquierdo o biventricular: titina (TTN),
lamina A/C (LMNA), desmina (DES), filamina C (FLNC), n-cadherina (CDH2), a-T-Catenina
(CTNNA3), proteina transmembrana 43 (TMEMA43), fosfolamban (PLN), receptor de rianodina
tipo 2 (RYR2), canal de sodio voltaje-dependiente subunidad a (SCN5A) y factor de crecimiento
transformante B 3 (TGFB3) (Tabla 1) (Corrado, 2019; Patel et al., 2020).

Ventriculo
Frecuencia
T Estructura predominantemente
en CA
afectado

Placofilina-2 Desmosoma 20-45% VD, BiV
Desmogleina-2 Desmosoma 4-15% VD, VI, BiV
Desmoplaquina Desmosoma 1-13% VI, BiV
Desmocolina- 2 Desmosoma 1-7% VD, BiV

Placoglobina Desmosoma 0-1% VD, BiV

Titina Sarcomero 18% VD, VI, BiV

LMNA Lamina A/C Envuelta nuclear 3-4% VI, BiV

Filamentos
DES Desmina <1% VI, BiV
intermedios
Entrecruzamiento de
FLNC Filamina C 0-3% VI, BiV
actina

CDH2 N-Cadherina Uniones adherentes 0-2% VD, BiV
CTNNA3 a-T-Catenina Uniones adherentes <1% VD, BiV

TMEMA43

Fosfolamban Regulacion de calcio 0-12% VI, BiV

Receptor de
RYR2 Regulacidn de calcio 9% VD
rianodina tipo 2

SCN5A Nayl.5 Canal de sodio 0-2% VI, BiV
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TGF-beta 3 Citoquina 2 familias VI

Tabla 1. Tabla resumen de los genes implicados en la ACM. VD: ventriculo derecho; VI: ventriculo

izquierdo; BiV: Bi-ventricular. Adaptada de Gandjbakhch et al., 2018 y Patel et al., 2020.

No obstante, la causa genética de la ACM sigue siendo desconocida para el 35-50% de los
pacientes, lo que sugiere que hay genes no identificados u otras vias involucradas que a dia de
hoy se desconocen. Ademads, los individuos que portan mutaciones asociadas con la ACM
pueden no llegar a manifestar la enfermedad, lo que indica que podrian estar implicados otros
factores como el ejercicio fisico y la inflamacién (Patel et al., 2020). Por otra parte, puede
presentarse un fenotipo similar al de la ACM en otras cardiomiopatias genéticas, sindromes
cardio-cutdneos o trastornos neuromusculares, e incluso en enfermedades no genéticas,
caracterizadas por la distintiva propension a las arritmias ventriculares relacionadas con la
aparicién de fibrosis miocardica, lo que conlleva un riesgo alto de sufrir muerte subita cardiaca

(Corrado, 2019; Towbin et al., 2019) (Fig. 2).

Mutaciones en genes
no desmosomales:
Jup £ PLN, TMEM43, TTN,
DSC2 ; TGFf3, otros

5 ; Neuromuscular:
Formas no Duchene, Becker,
\ desmosomales Laminina A/C,

\ Mutaciones en ’ Filamina C

genes 20-30% ' Inflamacidn:

¢ desmosomales \ Miocarditis crénica
'\ Sarcoidosis cardiaca
Cardiomiopatia:
\ CMD arritmogénica
Congénita:
~  Aneurisma ventricular

40-50%

Figura 2. Propuesta de clasificacion etiolégica de la ACM. La causa mas comun de la cardiomiopatia
arritmogénica es un defecto genético de los genes desmosomales, aunque existen otras causas genéticas

y no genéticas. Adaptada de Corrado., 2019.
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3. Desmosomay “area composita”

La mayoria de las mutaciones que causan la ACM han sido identificadas en PKP2, JUP y DSP, por
tanto, se considera que la ACM es principalmente, una enfermedad del desmosoma (Gerull
et al., 2004). Los desmosomas son uniones intercelulares dindmicas esenciales para la adhesidn
celular y la integridad del tejido. Estructuralmente, estdn compuestos por proteinas
transmembrana, las cadherinas desmosomales: desmogleina (DSG2) y desmocolina (DSC2); y
una placa densa intracelular de proteinas: placoglobina (PKP2), placofilina (JUP) vy
desmoplaquina (DSP), que se unen a las proteinas transmembrana con la red de filamentos
intermedios de desmina (DES). Las cadherinas desmosomales interaccionan con las proteinas de
la familia armadillo (PKP2 y JUP), las cuales se asocian a su vez con la DSP, que se une a los
filamentos intermedios (Gerull et al., 2004; Hatzfeld et al., 2014; Novelli et al., 2018) (Fig. 3).
Estos complejos no funcionan de forma independiente, si no que aparecen en el miocardio como
un tipo de unién mixta con a las uniones adherentes, que se conoce como “area composita”. El
“area composita” proporciona el acoplamiento mecanico entre dos cardiomiocitos mediante el
anclaje de los filamentos de actina y de los filamentos intermedios, aumentando la fuerza y la

estabilidad del miocardio (Delmar & McKenna, 2010; Zhao et al., 2019).

Area composita Unidén gap

Actina

Desmina

Placofilina-2 ;
Placoglobina :

i Desmina
: - Desmosoma ;
i Desmogleina-2 -
: Unidn ;
Actina —__ adherente !

N-Cadherina [-catenina
o.E-catenina
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Figura 3. Composicion del “area composita” cardiaca. El “area composita” esta compuesta por dos

estructuras: los desmosomas y las uniones adherentes.

4. Placofilina-2 (PKP2)

4.1. Estructuray funcién

El gen PKP2 se caracterizd por primera vez en 1996 y codifica la proteina PKP2, la placofilina
mayoritaria cardiaca (Novelli et al., 2018). Se conocen dos isoformas de PKP2: PKP2a y PKP2b,
siendo la segunda isoforma mas larga debido a una insercién de 44 aminoacidos entre las
repeticiones armadillo 2 y 3. PKP2 tiene un dominio armadillo central que contiene ocho

repeticiones armadillo y dominios N- y C-terminales no estructurados (Al-Jassar et al., 2013).

PKP2 se localiza en la placa densa del desmosoma y promueve la adhesion celular, por tanto, la
funcién mecdnica es su principal funcién reconocida. Sin embargo, en los Ultimos afios se ha
descrito el papel pleiotrdpico de esta proteina, ya que ejerce diferentes funciones, entre ellas,
puede participar en la regulacién electrofisioldgica, en la regulacién transcripcional y en la

sefializacion celular (Gerull et al., 2004; Hatzfeld et al., 2014; Novelli et al., 2018).

4.2. Mutaciones patogénicas relacionadas con la ACM

Estudios de varias cohortes de pacientes a nivel mundial, confirman que las mutaciones en PKP2
son las mas comunes en la ACM vy representan entre un 40 y un 70% de los pacientes con
genotipo positivo (Alcalde et al., 2014; Awad et al., 2008; Bao et al., 2013; Gerull et al., 2004;
Groeneweg et al., 2015; Novelli et al., 2018; Ohno et al., 2013). Un total de 140 mutaciones
patogénicas en el gen de PKP2 estan registradas en la base de datos para la ACM

(https://molgenis136.gcc.rug.nl/) (van der Zwaag et al., 2009). Las mutaciones patogénicas en

PKP2 son muy numerosas y aparecen distribuidas a lo largo de todo el gen, aunque la mayoria
se encuentran en el dominio central de repeticiones armadillo y su efecto no esta claro. Las
mutaciones localizadas en el dominio N-terminal de la proteina, pueden afectar a la interacciéon
de PKP2 con otras proteinas del desmosoma (Al-Jassar et al., 2013; Hall et al., 2009) (Fig. 4A). La
mayoria de las mutaciones conocidas se presentan en heterocigosis y conducen a la produccion

de proteinas truncadas (Awad et al., 2008; Gerull et al., 2004; Moncayo-Arlandi et al., 2016). De
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hecho, las mutaciones truncadas en el gen PKP2 representan el 70% del total de las mutaciones
de PKP2 identificadas frente a mutaciones con cambio de sentido (Alcalde et al., 2014; van der
Zwaag et al., 2009) (Fig. 4B). Los estudios realizados en corazones de pacientes con mutaciones
sin sentido de PKP2, mostraron una disminucién de la expresién de la proteina truncada, con
niveles dificilmente detectables. Por lo tanto, muchas mutaciones de PKP2 que introducen un
codén prematuro de terminacion, estan asociadas con una disminucién de los niveles de dicha
proteina, mientras que las mutaciones sin sentido no parecen afectar a la cantidad de la
proteina. Es por esto que en la mayoria de los casos, se considera que la haploinsuficiencia de
PKP2 es parte del mecanismo de la enfermedad en la ACM (Rasmussen et al., 2014). A pesar de
la importancia de las mutaciones de PKP2 que generan proteinas truncadas en la epidemiologia
de la ACM, se conoce poco sobre su patologia y sus caracteristicas moleculares. Estas formas
truncadas de PKP2 podrian interaccionar con proteinas estructurales y eléctricas, contribuyendo

potencialmente a la patogénesis de la ACM (Moncayo-Arlandi et al., 2016).
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Mutaciones con ganancia de
un coddn de parada

Mutaciones con cambio
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Total=140

Figura 4. Mutaciones en PKP2. A. Diagrama lineal del gen de PKP2 con todos los dominios identificados,
gue muestra la distribucion de numerosas mutaciones patogénicas relacionadas con la CA. N-t: dominio
N-terminal; A 1-8: dominios armadillo del 1 al 8; C-t: dominio C-terminal. Adaptado de Awad et al., 2008
y Stevens et al., 2020. B. Porcentaje relativo de las mutaciones patogénicas de PKP2 relacionadas con CA,
gue producen la ganancia de un coddn de parada prematuro (azul) o un cambio de sentido (gris) en la

proteina resultante (https://molgenis136.gcc.rug.nl/).
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4.3. Mutacion R735X

Como se menciond anteriormente, las mutaciones en PKP2 que generan un coddn de parada
prematuro, suelen estar relacionadas con un fenotipo de haploinsuficiencia, ya que la proteina
truncada resultante es inestable y se promueve su degradacion. Sin embargo, esas mismas
mutaciones pueden conducir a proteinas truncadas lo suficientemente estables para ser
detectables en la célula y que actian a través de un efecto dominante negativo (Kirchner Florian
etal., 2012). Por ello, nos centramos en el estudio de este tipo de mutaciones de PKP2, mas
concretamente en la mutacién ¢.2203C>T, la cual conduce a la apariciéon de un coddén de
terminacion prematuro en el exén 11, en la posicién 735 (p.Arg735%*), causando la pérdida de

parte de la sexta repeticién armadillo (ARM®6) hasta el dominio C-terminal (Fig. 5).

PKP2

e 6 6500

PKP2 R735X

—0 -0 0 8-

Figura 5. Diagrama de los dominios de PKP2. A. Representacion de la secuencia de PKP2 “wild-type”:

dominio HR2 y 8 dominios armadillo (ARM1-8). B. Representacion la secuencia del truncado de PKP2:
R735X. La mutaciéon R735X genera un cododn de parada prematuro que causa la pérdida de parte del

domino armadillo 6 (ARM6) en adelante. Adaptado de Alcalde et al., 2014.

Esta mutacion se ha descrito en distintos estudios en pacientes afectados por AC, que
presentaban sincopes, disfuncién del ventriculo derecho, alteraciones estructurales,
repolarizacién anormal, arritmias ventriculares e historial familiar de muerte subita cardiaca

(Alcalde et al., 2015; Bao et al., 2013; Gerull et al., 2004) (Tabla 2).

Mutaciones Mutacion %mutaciones %mutacion

Estudio Cohorte

Pacientes en PKP2 R735X en PKP2 R735X

(Alcalde

43,33%
et al., 2014)

0,23%
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Europa
32 25 2 78,13% 0,08%
occidental
China 57 40 3 70,18% 0,075%

Tabla 2. Tabla resumen de los estudios donde aparecen pacientes identificados con la mutacion R735X de
PKP2. Se muestra a qué poblacidén pertenece la cohorte, el nimero de pacientes que la conforman y
cuantos de ellos presentan mutaciones en PKP2 en general y la mutacién R735X en particular, tanto en

numeros absolutos como en porcentaje.

4.4, Relacién de las mutaciones de PKP2 con los fenotipos de la ACM

El fenotipo asociado con las mutaciones de PKP2 parece ser el de la ACM clasica, con afectacién
principal del ventriculo derecho. Puede haber implicacién del ventriculo izquierdo en fases
tardias de la enfermedad, pero es mucho menos predominante que en mutaciones en otros
genes como DSG2 o DSC2 (Awad et al., 2008). Las mutaciones en PKP2, desencadenan una
sucesién de eventos que pueden conducir a la progresidon de la ACM a través de varias rutas
(Costa et al., 2020; Delmar & McKenna, 2010) (Fig. 6). Las mas descritas son las que provocan
defectos electrofisiolégicos mediante la alteracién de la conexina 43 (Cx43), del canal de sodio
Nayl.5, o de la homeostasis del calcio intracelular, que conllevan a la aparicién de arritmias
(Awad et al., 2008; Cerrone et al., 2012, 2017; Cruz et al., 2015; Green et al., 2019; Noorman
et al., 2013; Novelli et al., 2018; Sato et al., 2009; Zhao et al., 2019).

Ademas de los efectos electrofisioldgicos, el déficit de PKP2 también puede provocar problemas
estructurales mediante dos vias principales: el deterioro de la adhesidn entre cardiomiocitos y
la acumulacidn fibroadiposa en el miocardio (Lombardi & Marian, 2011). Se ha descrito que la
ausencia de PKP2 o la incorporacidon de un mutante de PKP2 en los desmosomas cardiacos,
podria perjudicar los contactos entre células, y como consecuencia, interrumpir la conexion
entre cardiomiocitos, sobre todo, en respuesta a estrés mecanico (Bass-Zubek et al., 2008; Costa
et al., 2020; Gerull et al., 2004; Moncayo-Arlandi et al., 2016). También se ha relacionado la
disminucion de la expresidon de PKP2, con una alteracién en varias rutas de sefalizacién celular,
como las rutas Hippo y Wnt, facilitando la acumulacién fibro-adiposa en el desarrollo de la ACM

(Chen et al., 2014; Garcia-Gras, 2006; Novelli et al., 2018).
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Sin embargo, estudios realizados con pacientes con diferentes mutaciones para PKP2,
mostraron que la sustitucién fibroadiposa, no ocurria en todos los casos, y tampoco se aprecid
una disrupcién entre cardiomiocitos (Gandjbakhch etal.,, 2018; Rasmussen etal.,, 2014).
Ademas, en los modelos de ratén deficientes en PKP2 o de sobreexpresion de mutaciones que
generaban proteinas truncadas de PKP2, empleados en diferentes estudios, se hallaron cambios
en la funcién y la estructura del ventriculo derecho, pero no se detecté reemplazo fibroadiposo
en ninguno de ellos (Cerrone et al., 2012; Cruz et al., 2015; Leo-Macias et al., 2015; Moncayo-
Arlandi et al., 2016). Solamente se ha descrito la presencia de fibrosis cardiaca, en un modelo
de ratén con deleccion de PKP2 especifica de corazén, inducible mediante tamoxifeno (Cerrone
etal.,, 2017; Gerull & Brodehl, 2020). Por otra parte, la alteracion en la adhesién entre
cardiomiocitos, debida a defectos en la integridad de los discos intercalares y de los
desmosomas, no esta clara y solo se producia en un modelo de ratén transgénico que presenta
una alta expresidn de un truncado de PKP2 (Gerull & Brodehl, 2020; Moncayo-Arlandi et al.,
2016).

Estudios recientes demuestran que PKP2, junto con RhoA, coordina la organizacién del
citoesqueleto de actina en haces por debajo de la membrana plasmatica. Este proceso es
fundamental para la translocacion de precursores del desmosoma en uniones célula-célula en
formacidn. Por tanto, las alteraciones en la regulacion del citoesqueleto que se observan cuando
la expresion de PKP2 estd comprometida, plantea la posibilidad de que defectos en el
citoesqueleto podrian alterar la integridad estructural y la mecanotransduccién de los
cardiomiocitos, contribuyendo al desarrollo de un fenotipo estructural en la ACM, que
previamente se atribuia al deterioro mecanico de las uniones intercelulares (Austin et al., 2019;

Godsel et al., 2005, 2010).

Todos estos estudios, confirman que PKP2 tiene un papel importante en el desarrollo de la ACM,
y la presencia de mutaciones patogénicas conlleva a la aparicién de fenotipos complejos, que
van desde una enfermedad puramente eléctrica, hasta una enfermedad estructural,

caracterizada por disfuncién mecanica asociada con arritmias (Fig. 6).
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Figura 6. Representacion de las funciones de PKP2 en un corazén adulto. PKP2 cubre tres funciones

|II

conocidas: interacciona con los componentes del “conexoma”, modula la transcripcion y facilita la

adhesién celular. Estas funciones son necesarias para un acoplamiento eléctrico y mecanico normal. La
presencia de mutaciones en PKP2 (sefialado con la linea horizontal discontinua negra) podrian afectar a
las funciones eléctricas (azul) y/o estructurales (rojo) del corazén y conducir al desarrollo de la ACM.

Adaptado de Cerrone el al., 2019.

5. Elcitoesqueleto en la patologia cardiaca

Durante los ultimos afos, se ha demostrado que es fundamental conocer las propiedades
estructurales y mecdnicas del corazén, para comprender las causas y las consecuencias de las
cardiomiopatias. Estas propiedades, son determinantes en la funcién cardiaca general, y el
citoesqueleto juega un papel importante en su regulacion. El citoesqueleto celular es una red
interconectada y dindmica de filamentos que proporciona soporte mecanico y que es esencial

para la organizacién intracelular y el mantenimiento de la forma celular. Estd compuesto por
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tres tipos principales de polimeros: filamentos de actina, microtubulos y filamentos intermedios.
Los filamentos del citoesqueleto actian sinérgicamente con muchas otras proteinas que son
necesarias para la formacidén, organizacién y funcionamiento del citoesqueleto de actina, entre
las que destacan proteinas motoras, como las miosinas (Brito & Sousa, 2020; Pecorari et al.,

2020).

La actina es una de las proteinas principales del citoesqueleto en las células eucariotas y juega
un papel esencial en varios procesos celulares, incluyendo mecano-resistencia y generacion de
fuerza contractil (Koenderink & Paluch, 2018). Hay varias isoformas de actina en los
cardiomiocitos. En el sarcémero, los filamentos delgados de actina estan formados
principalmente por a-actina, y contribuyen activamente a la contraccion mediante su
interaccion con los filamentos gruesos de miosina. Fuera del sarcémero, los filamentos de actina
estan compuestos por las isoformas citoplasmaticas B y y, que proporcionan una red de apoyo
subcortical, actuando como puentes entre los costameros y los discos intercalares en la
membrana, y los sarcémeros (Dwyer et al., 2012; Grimes et al., 2019; Sit et al., 2019) (Fig. 7).
Esto hace, que el citoesqueleto fuera del sarcémero de los cardiomiocitos, sea fundamental para
la funcidon contractil, la deteccion de la tensidn y la transduccion de senales. Sin embargo, se
desconoce cédmo se regulan los microfilamentos de actina citoplasmatica en los cardiomiocitos
y cdmo puede contribuir a la funcidn cardiaca (Balasubramanian etal., 2010; Grimes et al.,

2019).

Otras proteinas claves en la formacién y regulacién del citoesqueleto, son las miosinas. La
superfamilia de la miosina incluye mas de 30 clases de proteinas motoras. Las miosinas
interactuan con la actina e hidrolizan el ATP, convirtiendo la energia quimica en fuerza mecanica
para producir tensién y propulsar el deslizamiento de los filamentos de actina en las células
eucariotas. Las fuerzas generadas por la miosina sirven para llevar a cabo diversos procesos
como la motilidad celular, la citocinesis, el trafico intracelular, la transduccién de sefiales y la
contracciéon muscular (Brito & Sousa, 2020). La subfamilia de la miosina-2 es el grupo mas grande
de miosinas, cuyos miembros se denominan "miosinas convencionales", e incluyen miosinas del
musculo esquelético, cardiaco y liso, asi como a las miosinas no musculares (NMIl). Ademas de
estar altamente expresadas en células no musculares, las NMII también estan presentes en los
tejidos musculares, localizdndose en los discos Z y en los discos intercalares, donde se asocian
con microfilamentos de actina. Estas interacciones son fundamentales para la miofibrilogénesis

y para producir las fuerzas contractiles necesarias para el mantenimiento de la tensidon normal
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en los cardiomiocitos (Brito & Sousa, 2020; Dabiri et al., 1997; Fenix et al., 2018; Grimes et al.,

2019; Sanger et al., 2006) (Fig. 7).

Actina
sarcomeérica

Union
adherente

Costamero

Desmosoma -
Linea Z

Area
composita

Miosina
sarcomeérica

Figura 7. Localizacidén e interaccion de las miosinas con los filamentos de actina en el cardiomiocito. Los

filamentos de actina citoplasmatica y las miosinas no musculares (NMIl) sirven como enlace de los

Ill

sarcémeros a los discos intercalares (mediante el “area composita”) y a los costdameros, proporcionando

integridad estructural al sarcémero.

Existen tres isoformas de NMlI: A, By C. La isoforma A o NMIIA esta codificada por el gen MYH9
y presenta la cadena pesada CPNMIIA. La isoforma B o NMIIB esta codificada por el gen MYH10
y su cadena pesada es CPNMIIB. Por ultimo, la isoforma C o NMIIC esta codificada por el gen
MYH14 y presenta la CPNMIIC como cadena pesada. De esta manera, las tres isoformas constan
de diferentes cadenas pesadas y comparten cadenas ligeras reguladoras y esenciales (Brito &

Sousa, 2020; Newell-Litwa et al., 2015).

La estructura de las NMIl es un complejo hexamérico compuesto por dos cadenas pesadas
(CPNMII) y cuatro cadenas ligeras: dos reguladoras (CLR) y dos cadenas ligeras esenciales (CLE).
Este complejo se puede dividir estructuralmente en tres regiones: el dominio motor, el dominio
del cuello y el dominio de la cola. El dominio motor incluye los sitios de unién del ATP y de la
actina, preferentemente a las isoformas citoplasmaticas B y y. Las cadenas ligeras se asocian con
las cadenas pesadas en el dominio del cuello. La regidon C-terminal de las CPNMII, que constituye
la cola, es particularmente importante para la correcta localizacion subcelular de las diferentes
isoformas de NM2. En contraste con el dominio motor, que se encuentra muy conservado, la
cola es variable y Unica para cada miosina, determinando funciones especificas en las células.
Cuando las CLR no estan fosforiladas, se promueve la interaccién intramolecular entre el
dominio de la cola y el dominio motor, generando una estructura compacta y provocando la

inactivacion de la molécula NMII (Fig. 8A). Existen multiples mecanismos que regulan la actividad
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de las NMIl y su localizacién subcelular. La activacién e inactivacion se regulan principalmente a
través de la fosforilacion o desfosforilacion de las CLR en residuos de Ser, Thr y Tyr, siendo la
activacion mas importante la que se produce tras la fosforilacidon de las CLR en la Ser 19, mediada
por la via calcio-calmodulina- kinasa de la cadena ligera de miosina (KCLM). En su conformacion
activa, las colas de NMII interactian de manera antiparalela y se asocian entre ellos en
filamentos bipolares que se entrecruzan y empujan los filamentos de actina entre si, creando
diferentes mallas de haces de actomiosina (Betapudi, 2014, 2014; Brito & Sousa, 2020; Fenix &
Burnette, 2018; Newell-Litwa et al., 2015; Sellers & Heissler, 2019) (Fig. 8B).

A CPNMII
Sitios de unidn CLR
Actina  ATP CLE fosforil
osforiladas CLR
no fosforiladas
—_—
b----- L 1
Motor Cuello Cola

Filamento bipolar de NMiI| Filamentos de actomiosina

Figura 8. Miosinas NMII. A. Estructura de las NMII en su forma activa con las CLR fosforiladas. La
desfosforilacion de las mismas provoca la inactivacién de las NMIl y su cambio de conformacién a una

forma mds compacta. B. Mecanismo de ensamblaje de las NMII y unién a los filamentos de actina.

Por tanto, las proteinas del citoesqueleto como actina y miosinas son fundamentales para el
establecimiento y mantenimiento adecuados de los sarcdmeros cardiacos y una desregulacion
de estas proteinas pueden afectar a la funcidon cardiaca y conducir al desarrollo de

cardiomiopatias (Grimes et al., 2019; van der Velden & Stienen, 2019).
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Objetivos

El propdsito general de esta tesis es entender los mecanismos patoldgicos de la cardiomiopatia
arritmogénica (ACM) inducidos por delecciones en la regién C-terminal de la proteina PKP2, que
se encuentran frecuentemente en pacientes que sufren esta enfermedad. Los objetivos

especificos de esta tesis se resumen en:

1. Caracterizar la mutacion R735X.
2. ldentificar y caracterizar mecanismos de induccion del fenotipo estructural relacionado
con la ACM, provocado por la mutacién R735X.

3. Identificar dianas terapéuticas en la ACM.
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1. Plasmidos

1.1. Generacién del mutante R735X

La secuencia del gen de la placofilina-2 (PKP2) se adquirié en la casa comercial GeneCube. Con
el objetivo de generar una version truncada de la proteina, a la que nos referiremos a partir de
ahora como R735X, se introdujo un coddn de parada en el aminodcido 735 de la secuencia “wild

type” mediante PCR.
1.2. Generacion de las proteinas de fusidn

La secuencia PKP2 completa y su versidn truncada R735X, se clonaron en el plasmido pEGFP-C1
(Clontech) para generar plasmidos que codificaban las proteinas de fusion EGFP-PKP2 y EGFP-
R735X, quedando la EGFP en el dominio N-terminal de la proteina. La secuencia R735X se clond
en el plasmido pEGFP-N1 (Clontech) para generar un plasmido que codificaba la proteina de
fusion R735X-EGFP (R735X-Ctag), quedando la EGFP en el domino C-terminal de la proteina
(Tabla 1).

1.3. Generacion de shPKP2

Para llevar a cabo experimentos de silenciamiento del gen de PKP2, se utilizaron los plasmidos

lentivirales GIPZ shRNA (ARN de horquilla corta) de Dharmacom™ (Tabla 1).
1.4. Generacion de lineas celulares estables

Para generar lineas celulares estables, las secuencias PKP2, R735X, EGFP-PKP2, EGFP-R735X y
R735X-EGFP se clonaron en un vector de transposdn “piggyBac” (PB). Tanto el vector PB como
el de la enzima transposasa fueron generosamente proporcionados por el Dr. Allan Bradley

(Instituto Sanger). Los detalles de cada construccién se muestran en la Tabla 1.
1.5. Generacion plasmidos para la producciéon de virus adeno-asociados (AAV)

Para la generacion de los plasmidos que se utilizan para la produccién de los virus adeno-

asociados (AAV), las secuencias de PKP2, R735X, EGFP-PKP2, EGFP-R735X, R735X-EGFP (R735X-
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Ctag) y shPKP2 se clonaron en un vector bajo el promotor cardiaco cTnT (Troponina T) que se

encuentra flagueado por las secuencias ITR (repeticiones terminales invertidas) (Tabla 1).

Plasmido Referencia Caracteristicas Uso
Transfeccion
pCAG-PKP2 transitoria en células
HEK293T
Introduccion de un coddn de Transfeccion
pCAG-R735X parada en el aminodcido 753 transitoria en células

pCMV-EGFP-PKP2

pCMV-EGFP-R735X

pCMV-R735X-EGFP
(R735X-Ctag)

pPB-CAG-0J
(vector vacio)

pEGFP-N1

PEF5-FRT-V5-DEST-
GFP-Kif26b

pPB-CAG-PKP2-PGK-
Neomicina

pCAG-R735X-PGK-
Neomicina

pCAG-R735X-EGFP-
PGK- Neomicina

Instituto Sanger

6085-1,
Clontech

102862,
Addgene

de la secuencia de PKP2.

Clonaje de la secuencia PKP2
en el plasmido pEGFP-C1
(Clontech)

Clonaje de la secuencia R735X
en el plasmido pEGFP-C1
(Clontech)

Clonaje de la secuencia PKP2
en el plasmido pEGFP-N1
(Clontech)

Clonaje de la secuencia PKP2
en un vector de transposon PB
y con seleccién por Neomicina

Clonaje de la secuencia R735X
en un vector de transposén PB
y con seleccién por Neomicina

Clonaje de la secuencia

R735X-EGFP (R735X-Ctag) en
un vector de transposon PBy
con seleccién por Neomicina

HEK293T

Transfeccion
transitoria en células
HEK293T

Transfeccion
transitoria en células
HEK293T

Transfeccion
transitoria en células
HEK293T

Transfeccion
transitoria en células
HEK293T

Transfeccion
transitoria en células
HEK293T

Transfeccion
transitoria en células
HL-1

Lineas estables en
células HL-1

Lineas estables en
células HL-1

Lineas estables en
células HL-1
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pCAG-EGFP-PKP2-
PGK-Neomicina

pCAG-EGFP-R735X-
PGK- Neomicina

pPB-Ubc-EGFP-PGK-
Neomicina

pCMV-Transposasa

Instituto Sanger

pCMV-tGFP-Ires-

D ™
Puromicina-shPKP2 harmacom
PAAV-cTnT-PKP2- (Cruzetal,,
Ires-EGFP 2015)
PAAV-cTnT-R735X- (Cruzetal,,
Ires-EGFP 2015)
PAAV-cTnT-EGFP-
PKP2
PAAV-cTnT-EGFP-
R735X
PAAV-cTnT-R735X-

EGFP (R735X-Ctag)

PAAV-cTnT-EGFP-
Ires-Luciferasa-
shPKP2

Clonaje de la secuencia EGFP-
PKP2 en un vector de
transposdén PB y con seleccion
por Neomicina

Clonaje de la secuencia EGFP-
R735X en un vector de
transposon PB y con seleccidn
por Neomicina

Clonaje de la secuencia EGFP
en un vector de transposén PB
y con seleccién por Neomicina

Clonaje de la secuencia PKP2
en un vector de AAV bajo el
promotor cardiaco cTnT

Clonaje de la secuencia R735X
en un vector de AAV bajo el
promotor cardiaco cTnT

Clonaje de la secuencia EGFP-
PKP2 en un vector de AAV
bajo el promotor cardiaco
cTnT

Clonaje de la secuencia EGFP-
R735X en un vector de AAV
bajo el promotor cardiaco
cTnT

Clonaje de la secuencia
R735X-EGFP en un vector de
AAV bajo el promotor cardiaco
cTnT

Clonaje de la secuencia
shPKP2 del plasmido lentiviral
en un vector de AAV bajo el
promotor cardiaco cTnT

Lineas estables en
células HL-1

Lineas estables en
células HL-1

Lineas estables en
células HL-1

Lineas estables en
células HL-1

Lineas estables en
células HL-1

Produccién de AAV
para inyectar animales

Produccion de AAV
para inyectar animales

Produccidn de AAV
para inyectar animales

Produccion de AAV
para inyectar animales

Produccidn de AAV
para inyectar animales

Produccion de AAV
para inyectar animales

Tabla 1. Lista de plasmidos empleados para transfectar células de forma transitoria, para generar lineas

celulares estables y para producir AAV para experimentos en animales.
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2. Clonaje

Todos los plasmidos fueron digeridos con las enzimas de restriccion correspondientes (New
England Biolabs) y separados por electroforesis en gel de agarosa. Los fragmentos de restriccidon
deinterés se purificaron usando Q/Aquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) siguiendo las instrucciones
del fabricante. Los fragmentos de ADN se ligaron usando el kit comercial Quick-Stick Ligase
(Bioline) siguiendo las instrucciones del fabricante. El producto resultante de la ligacion se
transformd en bacterias competentes Escherichia coli (E.coli) StbI3 (Invitrogen, C737303)
siguiendo el siguiente protocolo: tras una incubacion de 30 minutos en hielo, las bacterias se
sometieron a un choque térmico de 45 segundos a 422C y se dejaron enfriar en hielo 2 minutos.
Posteriormente, se afiadié medio de cultivo LB (Luria Bertani) y se incubaron 1 hora a 372C en
agitacion. Las bacterias transformadas se sembraron en placas de LB agar con el antibidtico

correspondiente a las siguientes concentraciones: ampicilina 100 pg/ml o kanamicina 30 pg /ml.

De cada placa se picaron colonias individuales y se crecieron en medio LB con antibidtico, a 372C
en agitacion durante 16h. EI ADN plasmidico se aislé de los cultivos liquidos usando el kit
comercial NucleoSpin Plasmid Easypure mini kit (Macherey-Nagel) siguiendo las instrucciones
del fabricante. Los plasmidos obtenidos se comprobaron mediante cortes con enzimas de

restriccion y por secuenciacion (Secugen).

Los pldsmidos se amplificaron en 250 ml de medio LB con el antibiético correspondiente.
Posteriormente, se extrajo el ADN plasmidico usando el kit comercial NucleoBond Xtra Maxi kit

(Macherey-Nagel), siguiendo las instrucciones del fabricante.

3. Cultivos celulares

3.1. Células HEK293T

3.1.1. Cultivo

La linea celular HEK293T (células embrionarias de rifion humanas que contienen el antigeno
SV40T). Se cultivaron en medio DMEM (Gibco) suplementado con un 10% de suero fetal bovino
(FBS), 2 mM de L-glutaminay 1% de penicilina-estreptomicina. Las células se cultivaron en placas

p150 y se incubaron a 372C en una atmdsfera humidificada con un 5% de CO,. Se mantuvieron
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Ccomo monocapa y se realizaron pases dos o tres veces a la semana cuando alcanzaban el 90-

100% de confluencia.

3.1.2. Transfeccién

Para realizar transfecciones transitorias, las células HEK293T al 70% de confluencia, se incubaron
16h con una mezcla del ADN plasmidico y PEl (Polyethylenimine, Linear, MW 25000,
Polysciences, 23966-1) en un ratio 1:3 (w/v). A la mafiana siguiente se cambid el medio por
medio completo. Las células se recogieron para su posterior analisis transcurrido 48 horas desde

la transfeccion.

3.2. Células HL-1

3.2.1. Cultivo

La linea celular HL-1 deriva de cardiomiocitos auriculares de ratén que mantienen la habilidad
de contraerse y conservan caracteristicas fenotipicas de cardiomiocitos adultos. Para su
mantenimiento en cultivo, se empled medio Claycomb (Sigma-Aldrich) suplementado con 100
UM de norepinefrina (Sigma-Aldrich), 10% de suero fetal bovino (FBS), 2 mM de L-glutamina y
1% de penicilina-estreptomicina y se cultivaron en placas pretratadas con 0,02% de
gelatina/fibronectina (Sigma-Aldrich). Las células HL-1 se mantuvieron como monocapa y se
realizéd un pase cada dos dias cuando alcanzaban el 100% de confluencia, usando 0,05% de

tripsina/EDTA. Las placas se incubaron a 372C en una atmdsfera humidificada con un 5% de CO,.

3.2.2. Transfeccién

Para realizar transfecciones transitorias, las células HL-1 al 60-70% de confluencia, se incubaron
durante 16h con la mezcla del ADN plasmidico y el reactivo JetPRIME® (Polyplus transfection®,

114-07) en un ratio 1:3 (w/v) siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.2.3. Obtencidn de lineas celulares estables

Para generar lineas estables de HL-1, se utilizo el sistema de transposdn piggyBac (PB). Las
células se transfectaron con los plasmidos PB que codificaban las proteinas PKP2, R735X, EGFP-
PKP2, EGFP-R735X, R735X-EGFP o EGFP, junto con el plasmido que codificaba la enzima

transposasa en un ratio 5:1 (w/w). 48 horas después de la transfeccion, se inicio la seleccion de
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las células afiadiendo al medio del cultivo 300 ng/ml de G418 (Neomycin, Merck, G8168) durante

10 dias. Posteriormente, se expandieron las nuevas lineas generadas.

Para generar la linea estable de HL-1 de silenciamiento del gen PKP2, se utilizaron vectores
lentivirales con cada uno de los plasmidos GIPZ shRNA. Con los virus generados se infectaron
células HL-1 con una MOI (del inglés multiplicity of infection) de 100. Tras 48 de infeccidn, se
inicid la seleccidn de las células afiadiendo al medio de cultivo 2 pg/ml de puromicina (Sigma-
Aldrich) durante 10 dias. Posteriormente, se expandieron las nuevas lineas generadas. Por
ultimo, se comprobd mediante qPCR, el nivel de expresidon de PKP2 de cada una de las lineas

celulares, y se eligié aquella en la que habia un 80% de silenciamiento de la expresion de PKP2.

3.2.4. Tratamiento con compuestos especificos

Sobre las lineas estables de HL-1 que expresaban PKP2 o R735X se emplearon compuestos
especificos que modificaban la funcion de la MYH10. Estos compuestos son: 4-
Hidroxiacetofenona (4-HAP) (804311, Sigma-Aldrich) y Blebistatina (203391, Sigma-Aldrich).
Para ello, se cultivaron las células a un 60% de confluencia y se afiadieron ambos compuestos a
una concentracidon de 5 um. Las células se incubaron con los compuestos durante 16 horas y

posteriormente, se recogieron para realizar diferentes experimentos.

4. Produccion de vectores virales

Todas las producciones se generaron en colaboracién con la unidad de vectores virales del

Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares (CNIC).

4.1. Produccion de lentivirus

Para generar lentivirus, los plasmidos lentivirales GIPZ shRNA para el silenciamiento del gen de
PKP2, se transfectaron junto con los pldsmidos de empaquetamiento, psPAX2 (plasmido que
contiene los genes Gag, Pol, Rev y Tat) y pMD2.G (plasmido de envoltura que expresa VSV-G) en
células HEK293T con fosfato calcico. Tras 48 horas, se recogieron los sobrenadantes, se filtraron
con filtro de 0,45 um (SLHAQ3SS, Millipore) y se ultracentrifugaron (2h 42C 26000 rpm) para

concentrar las particulas lentivirales que se resuspendieron finalmente en PBS.

60



Materiales y métodos

La titulacidon se determind infectando células HEK293T con diluciones seriadas de los lentivirus.
Después de 48 horas de infeccidn, se analizd por citometria de flujo la expresidn de GFP. La

titulacion obtenida fue de alrededor de 108 TU/ml.

4.2. Produccidn de virus adeno-asociados (AAV)

Todos los plasmidos pAAV-cTnT generados en el laboratorio, se usaron para producir virus
adeno-asociados de serotipo 9 (AAV9) por ser la variante que mas tropismo muestra por el tejido
cardiaco. Para ello, se transfectaron dichas construcciones junto con el pldasmido pDG9, que
contiene los genes Rep, Cap y todos los genes “helper” adenovirales, en células HEK293T con
PEl. Después de 72 horas, se recogieron las células, se centrifugaron y se lisaron para extraer las
particulas virales. Se purificaron en gradiente de iodixanol (condiciones 50000 rpm 162C 3h)y la
fraccion obtenida se concentré mediante centricones (UFC910096, Millipore). Los virus

obtenidos se resuspendieron en PBS con 0,001% de pluronic (24040032, ThermoFisher).

La titulacién de los AAVs se determind por qPCR (Scherr et al., 2001).

5. Animales

Los estudios se llevaron a cabo con ratones C57BL/6J de laboratorios Charles River. Los ratones

se alojaron en el animalario del Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares (CNIC).

Los ratones se mantuvieron libres de parasitos especificos y bajo condiciones controladas de luz
(ciclo luz-oscuridad de 12 horas), presion y temperatura (22 + 0,82C), permitiéndoles el acceso
ad libitum de comida y agua. Para el mantenimiento se empleé una dieta estandar

proporcionada por labdiet®.

Todos los procedimientos realizados como parte del trabajo experimental con animales han sido
aprobados previamente por el comité ético del CNIC (PROEX 019/17). Su mantenimientoy todos
los protocolos de manipulacidn se realizaron de acuerdo con la legislacién espafiola sobre
protecciéon de los animales utilizados para experimentacién y otros fines cientificos (Real

Decreto 1386/2018).

5.1. Inyeccion de AAV
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La administracion sistémica de los vectores AAV9 en ratones adultos (3-4 semanas) se realizd
mediante inyeccidn intravenosa en la cola. Se inyectaron 1x10'! PV/ml. Todos los experimentos

se realizaron a partir de las 4 semanas después de la inyeccion del AAV (Cruz et al., 2015).

5.2. Aislamiento de cardiomiocitos

Los ratones fueron anestesiados mediante una inyeccién intraperitoneal de ketamina y xilacina.
Los corazones se extirparon rapidamente, se canularon con una aguja roma de 21g y se
conectaron a un aparato de perfusion Langerdorff. Después se perfundieron a 372C con un flujo
de 1 ml/min durante 5 minutos con solucidon de perfusién (Tabla 2). A continuacién, los
corazones se perfundieron durante 20 minutos manteniendo el mismo flujo constante con la
solucién de digestion (Tabla 2). Tras la digestion el corazén se deposité sobre una placa con 2,5
ml de solucion de digestién y el tejido se disgregd mecanicamente al pasarlos por una pipeta de
transferencia estéril de plastico. La suspensién celular fue filtrada con una malla de nylon de 200
pum en un tubo falcon de 15 mly se afiadieron 10 ml de la primera solucién de inactivacion de la
digestidén (Tabla 2). Las células se dejaron decantar por gravedad durante 30 minutos y
posteriormente se descarté el sobrenadante. A continuacion, se repitié este paso con la segunda
solucidon de inactivacién de la digestidn (Tabla 2). Por Ultimo, las células se incubaron 20 minutos
con la segunda solucidn de inactivacion de la digestion con dos concentraciones crecientes de

CaCl; hasta una concentracion final de 1 mM.

Solucién Composicién

113 mM NaCl, 4,7 mM KCl, 0,6 mM KH,PO4, 12 mM NaHCO;,
0,6 mM Na;HPQ,4, 0,032 mM rojo fenol, 10 mM KHCOs, 10

Perfusion mM HEPES, 30 mM taurina, 1,2 mM MgS0,-7H,0, 5,5 mM
glucosa y 10 mM 2,3-butanedione monoxime (BDM) a pH
7,46

Solucion de perfusion + 12,5 uM CaCly, 0,14 mg/ml tripsina
Digestion (Invitrogen, Carlsbad, CA), 0,005 U/ml DNAsa (Sigma) y 0,2
mg/ml Liberasa (Roche Diagnostics)

Solucién de perfusion + 10% de suero fetal bovinoy 12,5

Inactivacion de la digestion 1 uM CaCl,

Solucién de perfusion + 5% de suero fetal bovinoy 12,5

Inactivacion de la digestion 2 UM CaCl,

Inactivacion de la digestion 2

modificado 1 Solucidn de inactivacion de la digestién 2 + 100 uM CaCl,

Inactivacion de la digestion 2

modificado 2 Solucién de inactivacion de la digestion 2 + 1 mM CaCl,
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Tabla 2. Lista de las soluciones empleadas en la extraccion de cardiomiocitos junto con sus respectivas

composiciones.

5.3. Imagen cardiaca por resonancia magnética (MRI)

Las MRI cardiacas se realizaron en la unidad de imagen avanzada del CNIC mediante un sistema
de resonancia magnética Agilent VNMRS DD1 7T (Santa Clara, California, EE.UU.). Después de la
optimizacidn del sistema, se obtuvieron imdagenes de cuatro cdmaras y de dos camaras del
corazon, que se usaron para planificar la secuencia del eje corto. Las imdgenes del corazén en el
eje corto se tomaron de forma secuencial desde el dpex hasta las valvulas en 12 secciones de
0,8 mm cada una y se analizaron cuantitativamente con el programa Segment (MEDVISO). Para
ello, se marcé manualmente el endocardio (excluyendo los musculos papilares) y el epicardio
del ventriculo izquierdo y el endocardio del ventriculo derecho en cada una de las 12 imagenes

del eje corto y el programa mostré los valores para los pardmetros de fraccién de eyeccion (EF-

%), volumen sistélico final (ESV-ul), volumen diastdlico final (EDV-ul) y volumen sistdlico (SV-pl)

de ambos ventriculos.

5.4. Microscopia electrénica de transmisién (MET)

Este procedimiento se llevd a cabo en el laboratorio de microscopia electrénica de transmisidn
de la unidad de microscopia de la Universidad Auténoma de Madrid (UAM). Para ello las
muestras de corazoén se fijaron con una solucién de cacodilato con 4% formaldehido y 1%
glutaraldehido y posteriormente se pasaron a una solucion 1% tetroxido de osmio. A
continuacién, las muestras se lavaron con PBS y se deshidrataron en soluciones de etanol en
porcentajes crecientes y finalmente en acetona. Posteriormente fueron infiltrados con resina
Fluka Durcupan-ACM vy polimerizados a 60°C durante 48 horas. Después se realizaron cortes
seriados en secciones de 60-70 nm con un ultramicrotomo, que se montaron sobre rejillas de
malla-200. Las secciones se tifieron con una solucién al 2% de acetato de uranilo durante 10
minutos, seguido de una tincién con citrato de plomo durante 10 minutos. Las secciones se
visualizaron en un microscopio electrénico de transmision JEOL JEM-1010 (Tokio, Japdn) que

funciona a 100 kV. Las imdagenes fueron adquiridas con una cdmara digital GATAN (Orius 200SC).

El programa de procesamiento de las imagenes fue el Imagen J. Sobre cada sarcémero se

marcaron las dos bandas Z y se midié la distancia entre ellas, tanto en sarcémeros relajados
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como en contraidos. De esta manera se determiné el tamafio de los sarcémeros, siendo esta

una medida para especificar el grado de contraccién de los mismos.

5.5. Inmunohistoquimica (IHQ)

Las muestras de corazodn se fijaron en formol tamponado al 10% durante 48 horas a temperatura
ambiente. A continuacion las muestras se procesaron para su inclusiéon en parafina en un
procesador de muestras (Leica ASP300).Posteriormente se realizaron cortes seriados en
secciones de 4 um en un microtomo (Leica RM2245) que se colocaron en portaobjetos
polarizados. La desparafinacidn, hidratacion y recuperacidn antigénica, se llevd a cabo de
manera automatizada mediante el equipo Dako PTLink (Dako). Después se realizé el bloqueo de
las secciones, con 10% de FBS en PBSy se incubaron con el anticuerpo primario de GFP (R1091P,
Acris Antibodies) a una dilucion 1:600. A continuacidn, las muestras se incubaron con el
anticuerpo secundario conejo anti cabra a una dilucion 1:200 (P0449, Dako) y con el polimero
anti-conejo marcado con HRP Dako EnVision (K4003, Dako). Por ultimo, las muestras se
revelaron con substrato DAB y se contratifieron con hematoxilina (Dako). Todas las muestras

fueron digitalizadas y analizadas con el programa NDP view?2.

Este procedimiento se llevé a cabo en la unidad de histopatologia del Centro Nacional de

Investigaciones Cardiovasculares (CNIC).

6. Inmunofluorescencia

6.1. Cardiomiocitos

Los cardiomiocitos extraidos se fijaron con 4% de paraformaldehido (PFA) durante 20 minutos.
A continuacién se afiadié una solucién de bloqueo y permeabilizacion (Reactivo de bloqueo TSA
FP1012, PerkinElmer) con 0,1% Tritén X-100 (T9284, Sigma) durante 1 hora a temperatura
ambiente. Posteriormente, se incubaron durante toda la noche a 42C con los anticuerpos
primarios a una dilucién 1:200. Tras lavar dos veces con PBS, los cardiomiocitos se incubaron
con los anticuerpos secundarios a una dilucién 1:500 y/o con Faloidina a una dilucién 1:1000
durante 90 minutos a temperatura ambiente. Después se lavaron dos veces con PBS y
finalmente los cardiomiocitos se montaron en los portaobjetos con un medio de montaje
Mowiol (Mowiol 4-88, Glicerol, 200 mM Tris-HC| pH 8,5 and 2,5% 1,4-diazabicyclo-[2.2.2]-

octano). La lista de los anticuerpos utilizados aparece descrita en la Tabla 3.
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6.2. Células HL-1

Las células se cultivaron sobre placas de cultivo a una densidad de 1x10*/cm? y se mantuvieron
24 horas en cultivo. Después se fijaron con 4% de PFA durante 15 minutos. Tras lavar con PBS,
se permeabilizaron con 0,5% Tritdn X-100 en PBS durante 15 minutos a temperatura ambiente
y se bloquearon con 10% NGS (suero de cabra), 0,1% Tritdn X-100 en PBS (solucién de bloqueo)
durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, las células se incubaron con los
anticuerpos primarios diluidos 1:200 en la solucién de bloqueo durante toda la noche a 42C. Tras
lavar con 0,1% Tritdn X-100 en PBS, las células se incubaron con los anticuerpos secundarios con
una dilucién 1:500 en la solucién de bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente. Se lavaron
con 0,1% Tritdn X-100 en PBS, y posteriormente para el marcaje de la actina, las células se
incubaron con una dilucién 1:1000 de faloidina en solucién de bloqueo durante 90 minutos a
temperatura ambiente. Tras lavar con 0,1% Tritdn X-100 en PBS, las muestras se montaron con

medio de montaje Mowiol.

En los experimentos donde Unicamente se marcd la actina, las células se incubaron con la
faloidina tras la permeabilizacién y bloqueo, siguiendo el protocolo anterior. Después de lavar
con 0,1% Tritén X-100 en PBS, se incubaron con DAPI diluido 1:1000 en PBS, previo al montaje

con Mowiol. Los detalles de los anticuerpos empleados se encuentran recogidos en la Tabla 3.

Anticuerpo Origen Referencia

Anti-GFP Pollo GFP-1010, Aves Labs
Anti-MYH9 Conejo GTX113236, GeneTex
Anti-MYH10 Raton GTX634160, GeneTex
Anti-PKP2 Raton 651101, Progen
Alexa fluor 488 anti-pollo IgY (H+L) Cabra A32931, Invitrogen
Alexa fluor 647 anti-conejo IgG (H+L) Cabra A32733, Invitrogen
Alexa fluor 405 anti-raton IgG (H+L) Cabra A31553, Invitrogen
Alexa fluor 488 anti-ratdn IgG (H+L) Cabra A11029, Invitrogen
Alexa fluor 568 anti-ratén IgG (H+L) Cabra A11031, Invitrogen
Phalloidin-iFluor 594 - ab176757, Abcam
DAPI - 62248, ThermoFisher

Tabla 3. Anticuerpos primarios y secundarios y compuestos marcados con fluorocromos, empleados para

las inmunofluorescencias, en células HL-1 y en cardiomiocitos aislados.
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Las imdagenes de todas las inmunofluorescencias se adquirieron en un microscopio confocal

Leica SP8 con un objetivo de inmersion 63x o 100x.

7. Analisis de las imagenes obtenidas de las inmunofluorescencias

7.1. Ratio intensidad de membrana-citoplasma

Se tomaron imagenes z-stacks (o imagenes seriadas en el eje z) de las inmunofluorescencias de
células HL-1 que expresaban de forma estable EGFP-PKP2, EGFP-R735X o R735X-EGFP, con 10
planos de 0,5 um cada uno, con un objetivo 63x (HC PL APO CS2 63x/1.40 OIL) y una
amplificacidn de 2. Las imdagenes se analizaron con el programa Image J. Para ello, se realizaron
las proyecciones maximas uniendo los 10 planos de cada imagen y sobre ellas, se dibujaron
regiones de interés (ROIs) definiendo la membrana plasmatica y el citoplasma, excluyendo el
nucleo y grandes vacuolas de cada célula. Posteriormente, se obtuvo la intensidad del EGFP en
la membrana plasmatica y en el citoplasma de cada célula y se calcul6 el ratio de la intensidad

membrana/citoplasma.

7.2. Perfiles de intensidad de los elementos de actomiosina en HL-1

Se tomaron imagenes por microscopia confocal de lasinmunofluorescencias de células HL-1 que
expresaban de forma estable EGFP-PKP2, EGFP-R735X o R735X-EGFP (R735X-Ctag) frente a
PKP2, MYH9, MYH10 y actina con un objetivo 100X (HC PL APO CS2 100x/1.40 OIL) y con una
amplificacidn de 7. Con el programa Image J se analizd la distribucién de PKP2, MYH9, MYH10 y
actina, dibujando unalinea de 6 um sobre la membrana plasmatica desde el espacio extracelular
hacia el citoplasma y adquiriendo los perfiles de intensidad de cada una de las proteinas. Los
picos maximos de intensidad de los perfiles de las cuatro proteinas se identificaron y se midid la

distancia relativa entre PKP2 y el resto de proteinas.

7.3. Numero y longitud de ramificaciones en la estructura de las miosinas 9y 10

Se realizdé una inmunofluorescencia de MYH9 y MYH10, en células HL-1 que expresaban de
forma estable PKP2, R735X o R735X-EGFP. Se tomaron imagenes con un objetivo 63x (HC PLAPO
CS2 100x/1.40 OIL) con una amplificacion de 2. Estas imagenes se analizaron usando el
complemento para Image J, “Skeleton”, con el cual, se midieron el nimero y la longitud de las

ramificaciones presentes en la estructura del citoesqueleto que conformaban ambas miosinas.
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7.4. Tincién de faloidina en HL-1: cantidad de filamentos de actina sobre la region del nucleo

y altura de las células

Se tomaron imagenes z-stacks en el microscopio confocal de lasinmunofluorescencias de células
HL-1 que expresaban de forma estable PKP2, R735X o R735X-EGFP marcadas con faloidina y
DAPI, desde la base de las células hasta la parte superior del ntcleo con un objetivo 63x (HC PL
APO CS2 63x/1.40 OIL) y una amplificacion de 2. El nimero de planos vario segun el tamafio de

la célula pero se mantuvo un grosor constante de 0,2 um cada uno.

Para cuantificar el porcentaje de filamentos que presentan las células sobre el nucleo, se usé el
programa Image J. De las imagenes z-stacks se seleccionaron los planos que quedaban por
encima del nucleo, se realizé la proyeccién méaxima de los mismos y se midid la intensidad de Ia

tincion de faloidina.

Para medir la altura de las células, se tuvieron en cuenta la cantidad de planos de cada imagen
z-stack y el tamanio de cada plano (0,2 um) y para la visualizacidn, se realizaron proyecciones

maximas transversales de las imdgenes z-stacks.

7.5. Distribucion de NMIl en cardiomiocitos

Se realizé una inmunofluorescencia en cardiomiocitos aislados de ratones inyectados con pAAV-
PKP2y pAAV-R735X de MYH9 y MYH10 juntas. Se tomaron imagenes en el microscopio confocal
con un objetivo 100x (HC PL APO CS2 100x/1.40 OIL) con una amplificacién de 7. Estas imagenes
se analizaron usando el complemento para Image J, “DiAna”. Para ello, se procesaron usando
un filtro Gaussiano con un valor de radio 1. Posteriormente, los objetos contenidos en la imagen
se segmentaron en funcidon de su tamafio, eliminando objetos de los bordes de la imagen.
Después de la colocalizacién, se realizé el andlisis de la distancia de centro a centro y del
porcentaje de volumen de colocalizacién entre MYH9 y MYH10. La MYH9 fue usada como

referencia.

7.6. Tincién de faloidina en cardiomiocitos: perfiles de intensidad y direccionalidad de los

sarcomeros

Se tomaron imdagenes con microscopio confocal de las inmunofluorescencias con faloidina de
cardiomiocitos aislados de ratones inyectados con AAV-PKP2, AAV-R735X, AAV-R735X-EGFP y
AAV-shPKP2, con objetivo 100X (HC PL APO CS2 100x/1.40 OIL) y con una amplificacién de 7.

Con el programa Image J, se analizd el patrén de tincion de la faloidina, dibujando una linea de
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longitud constante sobre los cardiomiocitos, ocupando 4 sarcOmeros consecutivos y

adquiriendo los perfiles de intensidad.

El patrén de la tincidn de faloidina también se utilizé para medir la desviacién de la principal
direccionalidad de los sarcémeros en un cardiomiocito. Para ello, se empled el complemento
“Directionality” del programa Image J y se analizo el parametro dispersion (desviacién estandar

o).

8. Microscopia de fuerza atomica (AFM)

Los experimentos de AFM se llevaron a cabo en colaboracién con el grupo del Dr. Ricardo Garcia

del Instituto de Ciencias de Materiales de Madrid (ICMM).

Se utilizaron células HL-1 que expresaban de forma estable PKP2, R735X o R735X-EGFP
cultivadas en placas p35 (35 mm) a una confluencia del 60-70%. Los experimentos de AFM se
realizaron con un instrumento comercial (JPK NanoWizard® 3 NanoScience AFM, JPK
Instruments AG, Berlin, Germany) montado en un microscopio invertido Axio Vert Al (Carl Zeiss,
Oberkochen, Germany). Los estudios de células se llevaron a cabo usando sondas especialmente
adaptadas para células grandes (Biotool Cell XXL, NanoandMore, Alemania) con una altura de
15 um. La sonda se mantenia en contacto con la superficie de la muestra y se movia con gran
precisién en el eje XY gracias a un escaner piezoeléctrico. El cambio de direccion de la sonda era
seguido mediante un laser que era reflejado sobre un fotodetector, el cual permitia detectar sus
movimientos verticales con una precisién subnanométrica. Se generaron mapas de fuerza-
volumen para células completas, adquiriendo curvas de fuerza-distancia en un drea de 30 um?.
Para evitar dafios a la muestra, la fuerza maxima que se aplicé a las células fue de 2 nN. Los

mapas se analizaron con un programa escrito en Python.

9. Transferencia de energia de resonancia de Foster (FRET)

Para los experimentos de FRET, se adquirié el plasmido Actina-cpstFRET-Actina (AcpA), un
sensor FRET que responde a fuerza o tension. Esta construccion contenia en tdndem YFP/Venus
y CFP/Cerulean y dos moléculas de actina, una en el C-terminal y la otra en el N-terminal de la
construccién cpstFRET (80643, Addgene). A partir de este pldsmido, se generaron otras dos

construcciones que no respondian a tensién. Para la primera, cpstFRET-Actina (cpA), se elimind
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la molécula de actina del extremo C-terminal de cpstFRET y se utilizé en los experimentos como
control positivo, obteniendo con ella el maximo FRET, debido a que al eliminar una molécula de
actina, el nucleo FRET nunca sufre modificaciones al aplicar una fuerza sobre los filamentos de
actina. El segundo plasmido, cerulean-Actina, se generd eliminando el fluorocromo YFP/Venus,
y se usé como control negativo, ya que producia el minimo FRET al no tener fluorocromo al que

transferir la energia cuando era excitado.

Se cultivaron células HL-1 que expresaban de forma estable PKP2 o R735X, en placas p-slide de
8 pocillos (80821, Ibidi) a una cantidad de 10* células por pocillo y se transfectaron con las
construcciones AcpA, cpA, pCerulean-Actina o pVenus-Actina. Tras 16 horas y antes de tomar
las imagenes, se cambié el medio, por medio libre de rojo-fenol (Leibovitz's L-15 Medium, no

phenol red, 21083027).

Las imagenes fueron tomadas en un microscopio confocal Leica SP5 TCS con un objetivo 63x
(HCX PLAPO lambda blue 63.0x1.20 WATER UV) y una amplificacién de 2. El microscopio estaba
equipado con una cdmara incubadora que proporcionaba condiciones controladas de
temperatura (372C), concentracidon de CO; y humedad. Las imagenes de la emisidn del donante
(CFP/Cerulean), de la emisidn del aceptor (YFP/Venus) y de campo claro (BF) se tomaron a
intervalos de 2 segundos durante 60 segundos. Todas las imagenes FRET se adquirieron usando
una excitacion de 433 nm y una doble emision de 475-495 nm para el CFP/Cerulean y de 530-
570 nm para el YFP/Venus. Las imagenes FRET fueron procesadas con el programa Image J y se
calculé el ratio FRET (R) usando la ecuacion: R=1a/Id , donde Ia es la intensidad de emision del
aceptor (YFP/Venus) e Id es la intensidad de emisidn del donante (CFP/Cerulean). Por ultimo,
se calculé el ratio FRET invertido (iR = 1/R) que se correlaciona de forma positiva con la tension

y la fuerza mecdnica.

10. Extraccién de proteina total

10.1. Células HEK293T

Para la extraccion de proteinas, las células se lisaron usando una soluciéon de NP-40 (150 mM
NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 8, 1% NP-40 e inhibidores de proteasas y fosfatasas). Las muestras se
incubaron durante 2 horas a 42C en agitacion y después se centrifugaron a 20.000g durante 30

minutos a 42C. Se recogieron los sobrenadantes que contenian las proteinas y se cuantificaron
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por colorimetria utilizando el kit comercial DC™ Protein Assay (BioRad), siguiendo las

instrucciones del fabricante.

10.2. Células HL-1

Las células se lisaron usando una solucién de lisis que contenia 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HClI
pH 8, 1% NP-40, 0,5% Triton X-100, 0,5% deoxicolato de sodio, 0,5% SDS e inhibidores de
proteasas y fosfatasas. Las muestras se incubaron durante 4 horas a 42C en agitacion vy
posteriormente se centrifugaron a 20.000g durante 30 minutos a 42C. Se recogieron los
sobrenadantes que contenian los extractos proteicos y se cuantificaron por colorimetria

utilizando el kit comercial DC™ Protein Assay (BioRad), siguiendo las instrucciones del fabricante.

10.3. Cuantificacion en inmunodeteccion en soportes de membrana (Western Blot)

Las muestras de proteinas obtenidas se mezclaron con solucién de carga (60 mM Tris-Cl pH 6,8,
2% SDS, 10% glicerol, 5% B-mercaptoetanol, 0,01% azul de bromofenol) y se calentaron a 952C
durante 10 minutos. Posteriormente, se cargaron en geles SDS-PAGE del 8% vy se trasfirieron a
membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF) (Membrana Immobilon-P, 0,45 um, Merck,
IPVH00010) mediante transferencia himeda. Con el fin de evitar uniones inespecificas de los
anticuerpos primarios o secundarios a las membranas, éstas se bloquearon con 5% de albimina
de suero bovino (BSA) en solucién Tris salino con 0,001% de tween-20 (TBS T) durante 1 hora a
temperatura ambiente en agitacién. A continuacién, las membranas se incubaron durante toda
la noche a 42C con los anticuerpos primarios especificos de las proteinas de interés (Tabla 4).
Tras lavar la membrana 3 veces con TBS-T durante 10 minutos cada lavado, se realizd la
incubacién con los correspondientes anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de
rdbano (HRP-conjugados) (Tabla 4) durante 1 hora a temperatura ambiente en agitacidn suave.
A continuacion se realizaron tres lavados con TBST de 10 minutos cada uno y las membranas se
revelaron usando el sistema de imagen Odyssey (Li-Cor). Las densidades de las bandas de

proteinas se midieron usando el programa Image J.

Anticuerpo Origen Dilucién Referencia

Anti-GFP Raton 1:1000 632380, Clontech

Anti-PKP2 Raton 1:1000 651101, Progen

Anti-PKP2 Cabra 1:1000 EB10841, Everest Biotech

Anti-GAPDH Raton  1:1000 Sc-47724, Santa Cruz
Biotechnology

Anti-N-Cadherina Ratén  1:1000 5¢-59987, Santa Cruz

Biotechnology
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Anti-Bactina Ratdn 1:1000 A2228, Sigma Aldrich
Anti-MYH9 Conejo 1:500 GTX633960, GeneTex
Anti-MYH10 Ratén 1:500 3404S, Cell Signaling Technology

Anti-raton IgG (DyLight 680)  Oveja 1:10000 ABIN6699027, Antibodies-Online
Anti-conejo 1gG (DyLight
680)

Anti-cabra IgG (H+L)
(IRDye800CW)

Oveja 1:10000 ABIN5563398, Antibodies online

Burro 1:10000 ABIN2169607

Tabla 4. Anticuerpos primarios y secundarios empleados para inmunodeteccién (WB).

11. Andlisis del Ratio F-actina:G-actina

Las células HL-1 se cultivaron en placas p100 (100 mm) y se mantuvieron en cultivo hasta que la
confluencia fue 100%. Las células se lavaron con PBS frio y se lisaron raspando la placa con 1 ml

de la solucion de lisis y estabilizacidn de la F-actina (solucién LAS, Tabla 5).

Para cardiomiocitos aislados, se resuspendié el pellet de cardiomiocitos obtenidos de un

corazon completo en 1 ml de solucién LAS y se lisd y disgregd usando agujas de 25G.

Los extractos se centrifugaron a 42C durante 90 minutos a 16.000 g. Se recuperé tanto el
sobrenadante, que contenia la G-actina, como el pellet, que incluia la F-actina. Ambas fracciones

se solubilizaron en 1 ml de solucién de despolimerizacién de la actina (soluciéon FAD, Tabla 5).

Se analizaron 15 pl, tanto de la fraccidn soluble (G-actina) como de la fraccion del pellet (F-

actina), mediante western blot siguiendo el protocolo descrito previamente.

Solucién Composicion

100 mM PIPES, pH 6,9, 30% glicerol, 5% DMSO, 1 mM MgS04, 1 mM EGTA,
1% TritdnX-100, 1 mM ATP e inhibidores de proteasas

LAS

FAD 100 mM PIPES, pH 6,9, 1 mM MgS04, 10 mM CaCl,, and 5 uM citocalasina D

Tabla 5. Lista de las soluciones empleados en la extraccion de las fracciones F y G de la actina.

12. Extraccién de proteinas de la membrana plasmatica

Se transfectaron 5 placas p150 (150 mm) de células HEK293T por cada grupo de vectores: pCAG-
7 + pCAG-PKP2; pCAG-@ + pCAG-R735X; 0 pCAG-PKP2+ pCAG-R735X. Tras 48 horas, las células
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se lavaron con PBS frio y se levantaron raspando las placas. Las proteinas de membrana se
extrajeron usando el kit comercial Plasma Membrane Protein Extraction kit (Abcam, ab65400),

siguiendo las instrucciones del fabricante.

Las fracciones obtenidas (proteinas citosdlicas y proteinas de membrana plasmatica) se
cuantificaron utilizando el kit comercial DC™ Protein Assay (BioRad) siguiendo las instrucciones

del fabricante. Se utilizaron 30 ug de proteina de cada fraccién y se analizaron por western blot.

13. Co-Inmunoprecipitacién (Co-IP)

Las células HEK293T se transfectaron con los plasmidos pEGFP-N1, pEGFP-PKP2, o pEGFP-R735X.
Tras 48 horas, las células se lavaron con PBS frio y se levantaron raspando las placas. Las células

se lisaron siguiendo el método previamente descrito para la extraccién de proteina total.

Para cada muestra se usaron 50 pl de particulas magnéticas (Dynabeads® A, 10008D,
ThermoFisher Scientific), se lavaron cuatro veces con solucién NP-40 (150 mM NaCl, 50 mM Tris-
HCl pH 8, 1% NP-40 e inhibidores de proteasas y fosfatasas), y se incubaron con el anticuerpo de
rata IgG anti-EGFP (proporcionado por la unidad de anticuerpo monoclonales del CNIO, Espafia)
a una dilucién 1:100 durante 45 minutos a 42C en agitacion. El anticuerpo se retird y se agregé
1 mg del extracto de proteina total a las particulas magnéticas, que posteriormente se incubaron
durante toda la noche a 49C en agitacion. La proteina no unida se retird lavando las particulas
magnéticas cuatro veces con solucion NP-40. Las proteinas unidas se eluyeron con 30 pl de
solucion de carga y se desnaturalizaron a 952C durante 15 minutos. Las muestras obtenidas de
la Co-IP junto con 20 pg del extracto de proteina total de cada muestra, que se usaron como

control “input”, se analizaron mediante western blot.

Los complejos de proteinas eluidos de la Co-IP también se emplearon para analizar los péptidos
presentes por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS/MS). Todo el

proceso se llevd a cabo en la unidad de Protedmica del CNIC.

14. Aislamiento y purificacion de ARN y gPCR

Se aislé el ARN de células HL-1 usando el kit comercial RNeasy Mini Kit (74104, Quiagen),

siguiendo las instrucciones del fabricante.
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El ARN de todas las muestras se cuantifico y se realizd la retrotranscripcion a ADN
complementario (ADNc) a partir de 1 pug de ARN total con el kit comercial High-Capacity cDNA

Reverse Transcription Kit (4368814, Life Technologies) siguiendo las instrucciones del fabricante.

El analisis cuantitativo de la expresidn génica se realizé mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (qPCR) en sistemas de Deteccidn de Secuencia (SDS) 7900 y 7900 fast de Applied
Biosystems. Para los genes estudiados se disefaron oligonucleétidos especificos que fueron
sintetizados por Sigma Aldrich (Tabla 6). Para la reaccion de la qPCR se utilizé el SYBR Green Dye
(SYBR green aster mix 2X, Applied Biosystem). La abundancia relativa entre muestras se
determiné usando el método de AACt. Para la normalizacidn de los niveles de expresidn del gen
de interés, se utilizd la expresidn del gen 36B4. Los detalles de los oligonucledtidos empleados,

se encuentran recogidos en la Tabla 6.

Oligonucledtidos Secuencias

36B4 F GCGACCTGGAAGTCCAACTA
36B4 R ATCTGCTGCATCTGCTTGG
hPKP2 F CTGGCATCAGAGCTCCTTCC
hPKP2 R TGGAATCCACGGCGACACTG

Tabla 6. Lista de oligonucledtidos utilizados para realizar las qPCR en células HL-1. F: “Forward”. R:

“Reverse”.

15. Modelo tridimensional de las proteinas PKP2, R735X y R735X-EGFP

Las secuencias FASTA de PKP2 humana (UniProtKB ID: Q99959-2) y la forma mutante R735X, se
modelaron empleando el paquete de programas informdaticos I-TASSER v5.1. En cada caso, se
selecciond el mejor modelo, con minima energia y plegamiento correcto (mejor alineamiento
estructural respecto a la plantilla RCSB PDB ID: 3tt9, correspondiente a la estructura de las
repeticiones ARM de la proteina PKP2). Posteriormente, se ejecutd un ciclo de refinamiento
utilizando la herramienta “Relax” del programa Rosetta v3.8. Se seleccionaron los modelos con
la topologia correcta y la puntuacién minima. La estructura tridimensional de la proteina R735X-
EGFP, se modeld en dos pasos. Primero, se modeld la estructura de la proteina EGFP, a partir de
su secuencia FASTA (UniProtKB ID: C5MKY7), empleando el paquete de programas informaticos
I-TASSER v5.1. Se selecciond el mejor modelo, con minima energia y plegamiento correcto
(mejor alineamiento estructural con las plantillas publicadas). La proteina de fusion R735X-EGFP,

se modeld utilizando la herramienta “RossetaCM” del programa Rosseta v3.8, comparandolo y
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alinedndolo con el modelo de la proteina R735X. Se seleccioné aquel modelo con la mejor
alineacion estructural respecto a la plantilla del modelo R735X y la minima energia.
Posteriormente, se ejecuté un ciclo de refinamiento utilizando la herramienta “Relax” del
programa Rosetta v3.8 y se selecciond el modelo con la topologia correcta y la puntuacién

minima. Todo el proceso se llevé a cabo en la unidad de Bioinformatica del CNIC.

16. Andlisis estadistico

El analisis estadistico se llevd a cabo con el programa GraphPad Prism 8. Todos los datos estdn
representados como la media * s.d (desviacion estandar) o como la mediana * los valores
minimos a maximos. Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas para un p-
valor < 0,05. En cada figura el p-valor se representd como sigue: *p<0.05; **p<0,01; ***p<0,001;
**%%¥p<0,0001 y ns>0,05. Los test estadisticos usados para calcular el p-valor de cada
experimento, se encuentran especificados en cada pie de figura. El test t-Student se usé para
comparar la media de dos grupos. La ANOVA de una o dos vias seguida de un post-test de
comparaciones multiple de Dunnet, se empled para comparar la media de varios grupos con
respecto a la media de un grupo control. La ANOVA de dos vias seguida de un post-test de
comparaciones multiple de Tukey o de Sidak, se utilizé para comparar la media de multiples

grupos entre si.
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1. Caracterizacidn del mutante patogénico de PKP2 R735X

1.1. La proteina mutante R735X se acumula menos eficientemente que la proteina PKP2

“wild-type”

La mayoria de las mutaciones en PKP2 descritas en pacientes con cardiomiopatia arritmogénica
(AC, del inglés “Arrhythmogenic Cardiomyopathy”), generan proteinas truncadas, en ocasiones
inestables, lo que induce su degradacién (Kirchner Florian et al., 2012). Usando un modelo in
vitro de células HL-1 se estudio el efecto de la carencia de la regiéon C-terminal en la proteina
PKP2. Asi, se generaron lineas celulares que expresaban de forma estable el gen humano PKP2
“wild-type” o con la mutacion que codifica para la proteina R735X. El andlisis por western blot
(Fig. 1A) muestra que los niveles de proteina mutante R735X son menores que los de la proteina
PKP2 “wild-type” (Fig. 1B). Esta diferencia podria deberse a una regulacidon diferencial del ARNm
o a diferencias en la estabilidad de la proteina. En células HL-1 que expresan de forma estable
PKP2 “wild-type” o R735X, el andlisis del ARNm demuestra que no hay diferencias significativas
entre los niveles de expresion de PKP2 “wild-type” y el mutante R735X (Fig. 1C). Estos datos
sugieren que la disminucién de la cantidad de proteina mutante R735X debe estar mediada por

diferencias en la estabilidad de la proteina que carece de la regidn C-terminal.
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Figura 1. Los niveles totales de la proteina mutante R735X disminuyen en células HL-1. A. Western blot
de células HL-1 que expresan de forma estable EGFP-PKP2 o EGFP-R735X, utilizando anticuerpos frente a
EGFP y GAPDH. B. Cuantificacién de la cantidad de proteina de PKP2 y R735X, relativa a la cantidad de

PKP2 “wild-type”. Los datos se presentan como media * desviacidn estandar; **** p<0,0001 por prueba
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t-Student, n=4 para cada grupo. C. Andlisis por RT-gPCR de los niveles de ARNm de la variante humana de
PKP2 (hPKP2), “wild-type” o mutante R735X a partir de ARN total. El gen 36B4 se utiliza como control para
calcular la expresion relativa de PKP2. Los datos se presentan como media + desviacién estandar; ns

p>0,05 por prueba t-Student, n=3 para cada grupo.

1.2. La proteina mutante R735X esta deslocalizada

PKP2 es una proteina desmosomal con una localizacidn subcelular muy determinada, donde
ejerce su funcion. Para determinar si la deleccidon de la regidn C-terminal de PKP2 induce
cambios en la distribucidén espacial de la proteina, se analizaron lineas celulares de HL-1 que
expresaban de forma estable EGFP-PKP2, EGFP-R735X o EGFP (como control negativo). En las
imagenes obtenidas por microscopia confocal, se observd que la proteina EGFP-PKP2 se localiza
principalmente en el borde de las células, distribuyéndose de forma similar a como lo hace la
proteina enddgena (Fig. 2A, panel izquierdo). Por el contrario, la mayoria de la proteina EGFP-
R735X, se encuentra distribuida en el citoplasma, apareciendo de forma ocasional en el borde
de la célula (Fig. 2A, panel central). La figura 2B muestra el andlisis de las imagenes de
microscopia confocal, en las que se cuantificé la intensidad de sefial de EGFP-PKP2 y EGFP-R735X
que aparecia en la membrana plasmatica (amarillo) y en el citoplasma (morado). La
cuantificacion muestra que la proteina mutante se encuentra localizada de forma significativa
preferentemente en el citoplasma, al contrario que lo que ocurre con la proteina PKP2, que se

encuentra mayoritariamente asociada a la membrana (Fig. 2C).

78



Resultados

EGFP-PKP2 EGFP-R735X

B C
8_.
*kkk

— —
IS, <
< 2
DI. ©
& E 6 @
9 ©

-t ® O

2 @

O

b @

s 41

0

5 )

>
>
a B 2{ GeeTge
E ‘0
0 | =
o [0}
(N -+
w

0 T T
PKP2 R735X

Figura 2. La proteina mutante R735X se localiza mayoritariamente en el citoplasma. A. Imagenes
representativas de microscopia confocal de células HL-1 que expresan de forma estable EGFP-PKP2 (panel
izquierdo), EGFP-R735X (panel central) o EGFP (panel derecho). Las flechas amarillas indican la localizacidn
de EGFP-PKP2 o EGFP-R735X, respectivamente, en el borde de la célula. Barra de escala= 10 um. B.
Imagenes representativas de células HL-1 que expresan EGFP-PKP2 (paneles superiores) o EGFP-R735X
(paneles inferiores) procesadas para analizar la intensidad de la sefial de PKP2 o R735X en la membrana
(amarillo) y en el citoplasma (morado). Barra de escala= 10 um. C. Cuantificacién de los niveles de
intensidad de la sefial de PKP2 o0 R735X en la membrana plasmatica respecto a los niveles en el citoplasma.
Los datos se presentan como media * desviacion estandar; **** p<0,0001 por prueba t-Student. EGFP-

PKP2 n=38 y EGFP-R735X n=39.

Para estudiar la localizacién de estas proteinas en un sistema cardiaco complejo, se generaron
animales que expresan las proteinas de fusion EGFP-PKP2, EGFP-R735X o EGFP en corazdn,
usando virus adeno-asociados (AAV). Las inmunohistoquimicas muestran que la proteina EGFP-

PKP2 se localiza mayoritariamente en las uniones entre los cardiomiocitos donde se localizan los
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desmosomas (Fig. 3A). Sin embargo, la proteina mutante EGFP-R735X, se localiza

preferentemente en el citoplasma de los cardiomiocitos (Fig. 3B).

Estos datos demuestran que el comportamiento de las proteinas EGFP-PKP2 y EGFP-R735X es
similar en un sistema in vitro (células HL-1) e in vivo (cardiomiocitos de ratén). Ademas, indican
qgue la proteina R735X no esta localizada en la cara interna de la membrana plasmatica como
ocurre con la proteina PKP2 “wild-type”, si no que se distribuye por el espacio intracelular, lo

que puede afectar a su funcion.
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Figura 3. La proteina mutante R735X se encuentra deslocalizada en los cardiomiocitos in vivo. Imagenes
representativas de cortes de tejido cardiaco de ratones inyectados con AAV-EGFP-PKP2 (A), AAV-EGFP-
R735X (B) o AAV-EGFP (C). Las flechas rojas indican la tincidn por inmunohistoquimica de EGFP, mostrando
la localizacién de cada proteina en los cardiomiocitos infectados. Las imagenes de los paneles inferiores

muestran la amplificacion de un area especifica. Barra de escala= 100 um.

1.3. El mutante R735X no afecta a la funcién de PKP2

En general, las mutaciones en PKP2 en pacientes con ACM se presentan en heterocigosis, ya que
en homocigosis es letal (Grossmann et al., 2004). Debido a esto, se analizo si la presencia del

mutante R735X alteraba los niveles y la localizacion subcelular de PKP2. En primer lugar, se
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utilizaron células HL-1 control y células que expresaban de forma estable EGFP-PKP2, EGFP-
R735X o un ARN de horquilla corta que silenciaba la expresién de PKP2 (shPKP2). Se compararon
los niveles de proteina PKP2 enddgena usando un anticuerpo especifico contra la regién C-
terminal (Fig. 4A). el analisis por western blot muestra que en presencia de la proteina mutante
R735X, los niveles endégenos de PKP2 se mantienen. Sin embargo, las células en las que se
silencia la expresion de PKP2 mediante el shPKP2, los niveles totales de PKP2 enddgeno
disminuyen de forma significativa (Fig. 4B). Estos datos sugieren que la proteina mutante R735X

no genera haploinsuficiencia, como ocurre cuando se expresa el shPKP2.
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Figura 4. El mutante R735X no altera los niveles de PKP2 endégeno. A. Western blot de células HL-1
control o que expresan de forma estable EGFP-PKP2, EGFP-R735X o shPKP2, utilizando anticuerpos frente
a PKP2 (especifico contra la regidén C-terminal), EGFP y GAPDH. EGFP-PKP2= 128 KDa (asterisco rojo);
EGFP-R735X= 100KDa (asterisco azul); PKP2 enddgeno= 97 KDa (asterisco verde). B. Cuantificacidn de los
niveles totales de la proteina PKP2 enddgena, relativa a la cantidad de PKP2 “wild-type”. Los datos se
presentan como media  desviacidn estandar; ns p>0,05; **** p<0,0001 por ANOVA de una via con un

post-test de comparaciones multiples de Dunnet, n=4 para cada grupo.

Se transfectaron células HEK293T con los pldsmidos pCAG-PKP2, pCAG-R735X o con ambos
simultdneamente, para estudiar la localizaciéon subcelular de las proteinas PKP2 y R735X y
descartar cualquier efecto que pueda producir la fusién a EGFP en la localizaciéon de estas
proteinas. El subfraccionamiento celular confirmé los datos previos de localizacién (Fig. 2A) y
muestra que PKP2 “wild-type” se localiza preferentemente en la fraccion de membrana
plasmatica y el mutante R735X, en la fraccidn citoplasmatica y solo minoritariamente, en la
fraccion de membrana plasmatica (Fig. 5). Destacar que la localizacién subcelular de PKP2 “wild-

type” no se modifica en presencia de la proteina mutante R735X. Por el contrario, los niveles de
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la proteina R735X asociados a la fraccion de membrana plasmdatica aumentan cuando se

cotransfectan ambos genes (Fig. 5). Estos resultados demuestran que la presencia de la proteina

mutante R735X no afecta ni a los niveles totales ni a la localizacion de la proteina PKP2 “wild-

type”, lo que sugiere que el mutante R735X no interfiere en la funcién de PKP2.
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Figura 5. El mutante R735X no altera la localizacidn subcelular de la proteina PKP2. A. Western blot de

las proteinas PKP2 y R735X presentes en la fraccién de membrana plasmatica. Se utilizaron anticuerpos

frente a PKP2 y N-Cadherina (control de carga de la fraccién de membrana). Las lineas discontinuas negras

delimitaban una baja y una alta exposicion de la membrana. B. Western blot de las proteinas PKP2 y R735X

presentes en la fraccion citoplasmatica. Se utilizaron anticuerpos frente a PKP2 y GAPDH (control de carga

de la fraccion citoplasmatica). C y D. Cuantificacién de PKP2 y R735X en la fraccién de membrana

plasmatica y en la fraccion citoplasmatica, respectivamente. Los datos se presentan como media +

desviacion estandar, ns p>0,05; * p<0,05; ** p< 0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001 por ANOVA de dos vias

con un post-test de comparaciones multiples de Tukey, n=3 para cada grupo.

1.4. Laregion C-terminal de PKP2 estabiliza la estructura de la proteina
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Los resultados previos indican que la ausencia de la regién C-terminal, modifica la localizacién y
la estabilidad de la proteina mutante R735X. Para determinar si la alteraciéon de estas
propiedades de la proteina mutante R735X se correlacionaba con un cambio en su estructura,
se realizé un modelo tridimensional de la estructura de la proteina PKP2 “wild-type” (Fig. 6A) y
la proteina mutante R735X (Fig. 6B). El analisis del modelo tridimensional reveld que la region
C-terminal (region morada) es determinante para la estabilidad general de la proteina, y su
ausencia en la proteina mutante R735X, impide un correcto plegamiento del dominio N-terminal
sobre el dominio armadillo (regidon amarilla), que incrementa la inestabilidad de toda la
estructura. El andlisis de la estructura del mutante R735X evidencia marcadas diferencias
topoldgicas y en la orientacién y estabilidad del dominio N-terminal (regién azul). Este cambio
conformacional también provoca una modificacién de la distribucidn de cargas globales en Ia
superficie de la proteina mutante R735X con respecto a PKP2. Estos datos sugieren que la
carencia de la regidon C-terminal en la proteina mutante R735X, altera su conformacion vy

modifica propiedades como la funcidn, localizacidn e interaccién con otras proteinas.

A

dN dARM dC dN dARM

Figura 6. Modelo tridimensional de la proteina PKP2 y la proteina mutante R735X. Modelo
tridimensional que muestra la estructura y la organizacion de los dominios de las proteinas PKP2 “wild-
type” (A) y mutante R735X (B). Dominio N-terminal, dN (azul); dominio interno armadillo, dARM

(amarillo); dominio C-terminal, dC (morado).

2. Caracterizacién del fenotipo estructural relacionado con la cardiomiopatia arritmogénica

provocado por la mutacidon R735X
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2.1. El mutante R735X altera la contraccidn y la funcién ventricular

En pacientes con ACM los estudios de imagen por resonancia magnética (MRI) son esenciales
para el diagndstico y seguimiento de la enfermedad (Towbin et al., 2019). Para evaluar un
posible fenotipo estructural relacionado con la presencia de la mutacién R735X, se realizé un
estudio por MRI en ratones control o inyectados con AAV que codificaban para PKP2, R735X o
shPKP2. El andlisis de las imagenes obtenidas por MRI, muestra que no hay diferencias
significativas en el volumen diastdlico final del ventriculo izquierdo (VDF-VI) (Fig. 7A) ni en el
volumen diastdlico final del ventriculo derecho (VDF-VD) (Fig. 7B) entre los cuatro grupos. El
volumen sistdlico final del ventriculo izquierdo (VSF-VI) muestra un aumento no significativo en
los animales inyectados con AAV-R735X (Fig. 7A). En contraste, el volumen sistélico final del
ventriculo derecho (VSF-VD) es significativamente mayor en los ratones inyectados con AAV-
R735X (Fig. 7B). En los ratones control o inyectados con AAV-shPKP2 no se observan diferencias
significativas. En la fraccion de eyeccién del ventriculo izquierdo (FE-VI) se observa una
disminucion estadisticamente no significativa en los ratones inyectados con AAV-R735X y en el
resto de los grupos no hay diferencias (Fig. 7C). Sin embargo, la fraccién de eyeccién del
ventriculo derecho (FE-VD) es significativamente menor en los ratones inyectados con AAV-
R735X con respecto a los inyectados con AAV-PKP2 (Fig. 7C). En el caso de los ratones control e
inyectados con AAV-shPKP2, no se observan diferencias (Fig. 7C). Las MRI obtenidas de ratones
inyectados con AAV-R735X, muestran una dilatacion de ambos ventriculos, pero sobre todo, del
ventriculo derecho (Fig. 7D), en consonancia con las mediciones obtenidas. Estos resultados
indican que la mutacion R735X afecta a la capacidad de contraccién de los ventriculos,
principalmente al ventriculo derecho. Por el contrario, ninguno de estos efectos se manifiesta
en ratones en los que se silencia la expresién de PKP2 (AAV-shPKP2), sugiriendo que es la
presencia de la proteina mutante R735X y no la disminucién de la cantidad de proteina de PKP2,

la que provoca esta disfuncidn en la contraccién y en la funcion cardiaca.
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Figura 7. La expresion del mutante R735X en un modelo in vivo produce una disfuncion cardiaca.
Cuantificacion del VDF y del VSF en el ventriculo izquierdo (A) y en el ventriculo derecho (B) mediante MRI
de corazones de ratones control o inyectados con AAV-PKP2, AAV-R735X o AAV-shPKP2. C. Andlisis de la
FE del ventriculo izquierdo y del ventriculo derecho mediante MRI de corazones de ratones control o
inyectados con AAV-PKP2, AAV-R735X o AAV-shPKP2. Los datos en A, By C se presentan como media +
desviacion estandar, ns p>0,05; ** p<0,01; **** p<0,0001 por ANOVA de una via con un post-test de
comparaciones multiples de Dunnet, n=10 para todos los grupos. D. Imagenes representativas del eje
corto, en didstole y en sistole, de ratones inyectados con AAV-PKP2 o AAV-R735X donde se aprecian el

ventriculo izquierdo (VI) y el ventriculo derecho (VD).

Para determinar con mas detalle el nivel de contraccién de los sarcomeros, se tomaron imagenes
de muestras de corazén de ratones inyectados con AAV-PKP2 o con AAV-R735X por microscopia
electronica de transmision (MET) y se analizd la longitud sarcomérica (longitud Z-Z) en

sarcomeros relajados (Fig. 8A, paneles superiores) y contraidos (Fig. 8A, paneles inferiores). El
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analisis muestra que en sarcémeros relajados, la longitud Z-Z no presenta diferencias
significativas entre los ratones inyectados con AAV-PKP2 y los inyectados con AAV-R735X. Por el
contrario, en sarcémeros contraidos, la longitud Z-Z es mayor en ratones inyectados con AAV-
R735X. Por tanto, estos resultados indican que los sarcomeros de los ratones transducidos con
AAV-R735X tienen menos capacidad de contraccidn, apoyando la hipdtesis de que la mutacion

R735X compromete la funcién cardiaca.
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Figura 8. La expresion del mutante R735X altera la contraccion del sarcomero. A. Imdagenes
representativas de TEM de sarcomeros relajados (paneles superiores) y de sarcémeros contraidos
(paneles inferiores) de corazones de ratones adultos inyectados con AAV-PKP2 o AAV-R735X. La longitud
Z-Z que se midié se sefiala con una linea negra. En las imagenes de los sarcoémeros contraidos, el
incremento de longitud Z-Z del sarcémero de ratones R735X respecto al sarcémero de ratones PKP2, se
sefiala con una flecha roja. Barra de escala = 1um. B. Cuantificacién de la longitud Z-Z en sarcémeros
relajados (parte izquierda) y contraidos (parte derecha) de corazones de ratones inyectados con AAV-
PKP2 o AAV-R735X. Los datos se presentan como media + desviacidn estandar, ns p>0,05; **** p<0,0001

por prueba t-Student, n=40 para cada grupo. Los datos se obtuvieron de al menos 3 ratones por grupo.

2.2. PKP2 interacciona con proteinas del citoesqueleto

Las proteinas no existen de forma aislada y sus funciones no pueden entenderse sin considerar
las interacciones con otras proteinas, sin embargo, la presencia de mutaciones pueden afectar
a dichas interacciones (Vidal etal., 2011). Con el fin de encontrar posibles candidatos que

pudieran relacionar a PKP2 con las alteraciones observadas en las MRI, se analizaron los
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interactomas de PKP2 y de R735X. Se transfectaron células HEK293T con los plasmidos pCMV-
EGFP-PKP2 o pCMV-EGFP-R735X y se realizaron co-inmunoprecipitaciones (Co-IP), que
posteriormente se analizaron por espectrometria de masas (MS) (Fig. 9A). Entre las proteinas
identificadas, se encontraron proteinas que ya se han descrito que interaccionan con PKP2,
como desmoplaquina (DSP), placoglobina (JUP), desmogleina (DSG1) y desmocolina (DSC1). Se
identificaron nuevas interacciones de PKP2, como por ejemplo, con la miosina 9 (MYH9), miosina
10 (MYH10), actina citoplasmatica (ACTB) y actina sarcomérica (ACTA) (Fig. 9B). En general, el
numero de péptidos identificados en la muestra R735X fue superior a la de PKP2 “wild-type”.
Sin embargo, al relativizar la cantidad de proteinas identificadas a la cantidad de proteina de
PKP2, “wild-type” o R735X, presente en cada muestra, respectivamente, se observa que la
interaccion con las proteinas del desmosoma (DSP, JUP, DSG1 y DSC1) es menor en el mutante
R735X (Fig. 9C). En el caso de las nuevas interacciones identificadas, la interaccién con la MYH9
y ACTA es similar en el mutante R735X y PKP2 “wild-type”. Sin embargo, el mutante R735X
presenta una mayor interaccién con la MYH10 y ACTB (Fig. 9C).
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Figura 9. Identificacion de proteinas que interaccionan con PKP2. A. Diagrama que muestra el protocolo
de la co-inmunoprecipitacion (Co-IP) que se realizé para aislar las proteinas que interaccionan con PKP2.
B. La tabla muestra el recuento Unico de las proteinas identificadas mas abundantes en los productos de
la Co-IP de las muestras que contenian la proteina PKP2 “wild-type” (columna azul) o la proteina mutante
R735X (columna naranja). La seiial de EGFP se us6 como control. C. Abundancia de las proteinas
anteriormente identificadas relativa a la cantidad de PKP2, “wild-type” o R735X, presente en dichas

muestras.

Para validar los resultados obtenidos por MS, se transfectaron células HEK293T con los
plasmidos pCMV-EGFP-PKP2, pCMV-EGFP-R735X o pCMV-EGFP y se realizd una Co-IP de MYH9
y de MYH10. El analisis por western blot (Fig. 10A) muestra que la MYH9 y la MYH10,
interaccionan con PKP2 y con el mutante R735X. La MYH9 coinmunoprecipita en cantidades
similares con ambas versiones de la proteina PKP2, mientras que la MYH10 coinmunoprecipita
mas eficientemente con la proteina mutante R735X (Fig. 10B). En conjunto, estos resultados
confirman que PKP2 interacciona con proteinas del citoesqueleto de actomiosina y que la

mutacién R735X altera estas interacciones.
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Figura 10. Las proteinas PKP2 “wild-type” y mutante R735X interaccionan con MYH9 y MYH10. A.
Western blot de la Co-IP de MYH9 y MYH10. Se muestran tanto los extractos de proteinas iniciales o
“input” (paneles izquierdos), como los resultados de la Co-IP (paneles derechos). Se utilizaron anticuerpos
frente a MYH9, MYH10 y EGFP. B. Cuantificacion de la cantidad de proteina de MYH9 y MYH10, relativa a
la cantidad de proteina PKP2 “wild-type” o mutante R735X. Los datos se presentan como media +
desviacion estandar, ns p>0,05; ** p< 0,01 por ANOVA de dos vias con un post-test de comparaciones

multiples de Sidak, n=3 para cada grupo.
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2.3. El mutante R735X interfiere en la correcta localizacidn de las proteinas del

citoesqueleto de actomiosina

Los resultados obtenidos hasta el momento muestran que la proteina mutante R735X se
deslocaliza en el citoplasma e interacciona con proteinas del citoesqueleto de actomiosina. Para
determinar si estas caracteristicas de la proteina R735X provocaba un cambio en la organizacién
de los componentes del citoesqueleto de actomiosina, se analizé la localizacién subcelular de la
MYH9, MYH10 y actina a nivel del cértex celular, en células HL-1 que expresaban de forma
estable EGFP-PKP2, EGFP-R735X o shPKP2 (Fig. 11A). El analisis de los perfiles de intensidad a
partir de imagenes de microscopia confocal, muestra que en las células que expresan de forma
estable EGFP-PKP2, el perfil de PKP2 “wild-type” (verde) coincide con el perfil de la actina (gris)
en la zona mas externa de la célula. Sin embargo, los perfiles de intensidad de la MYH9 (rojo) y
MYH10 (azul) estan mas desplazados hacia la derecha, indicando que se localizan en una zona
mas interna de la célula respecto a PKP2 (Fig. 11B, panel izquierdo). Por el contrario, en las
células que expresan de forma estable EGFP-R735X, los perfiles de intensidad de la actina, MYH9
y MYH10, se superponen completamente con el perfil de PKP2 (R735X) (Fig. 11B, panel central).
En el caso de las células que expresan de forma estable shPKP2, los perfiles de intensidad de la
MYH9 y MYH10 siguen el mismo patrdon que en las células que expresan de forma estable EGFP-
PKP2. Sin embargo, el perfil de la actina esta desplazado hacia la derecha, coincidiendo con el
perfil de la MYH10 (Fig. 11B, panel derecho). El analisis de las distancias relativas de las proteinas
del citoesqueleto respecto a la localizacion de la proteina PKP2 “wild-type” confirma estos
resultados (Fig. 11C). Estos resultados sugieren que PKP2 es importante para la localizacion de

las proteinas del citoesqueleto de actomiosina a nivel del cértex celular.
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Figura 11. La expresion del mutante R735X altera la localizacion de la actina y la MYH10. A. Imagenes
representativas de microscopia confocal de lainmunofluorescencia de PKP2 o R735X (verde), MYH9 (rojo),
MYH10 (azul) y actina (gris) en células HL-1 que expresaban de forma estable EGFP-PKP2, EGFP-R735X o
shPKP2. Las flechas amarillas estan trazadas desde el exterior de la célula hacia el citoplasma. Barra de
escala= 2 um. B. Perfiles de intensidad medidos siguiendo la direccion de las flechas amarillas, para PKP2
(o R735X), MYH9, MYH10 y actina en el borde celular. C. Grafica que muestra la distancia relativa entre
los picos maximos de intensidad de los perfiles de PKP2, MYH9, MYH10 y actina, en células HL-1 control o
gue expresan de forma estable EGFP-PKP2, EGFP-R735X o shPKP2. Los datos se presentan como media +
desviacion estandar, ns p>0,05; **** p<0,0001 por ANOVA de dos vias con un post-test de comparaciones

multiples de Dunnett, n=5 para cada grupo.
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2.4. El mutante R735X altera la distribucion de la MYH9 y MYH10

Los resultados previos muestran que la presencia de la proteina mutante R735X, modifica la
correcta localizacidn de la MYH10 a nivel del cdrtex celular. Debido a esto, se comprobd si la
estructura del citoesqueleto que conformaban la MYH9 y la MYH10 también estaba alterada. Se
tomaron imagenes de microscopia confocal de inmunofluorescencias de MYH9 y MYH10, en
células HL-1 que expresaban de forma estable PKP2 “wild-type” o el mutante R735X. La mayoria
de la MYH9 aparece de forma acumulada y, solamente en las células que expresan PKP2, se
organiza formando filamentos (Fig. 12A). La MYH10 se distribuye formando filamentos, tanto en
las células que expresan PKP2 como en las que expresan el mutante R735X, pero aparecen mejor
estructurados en las células que expresan PKP2 (Fig. 12B). Se analizaron las imagenes y se
cuantificaron el nimero de ramificaciones presentes en la estructura que conforma cada
miosinay su longitud (Fig. 12C). La cuantificacion muestra que las células que expresan de forma
estable PKP2, presentan mayor nimero de ramificaciones y de mayor longitud, tanto en la MYH9
como en la MYH10, respecto a las células que expresan de forma estable el mutante R735X (Fig.
12D y 12E). En el caso de las células HL-1 en las que se silencia la expresion de PKP2 (shPKP2),
no hay diferencias significativas en ninguno de los dos parametros analizados (Fig. 12D y 12E).
Estos resultados indican que la presencia del mutante R735X, altera la distribucién del

citoesqueleto de actomiosina del que forman parte la MYH9 y la MYH10.
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Figura 12. El mutante R735X compromete la estructura del citoesqueleto de la MYH9 y MYH10. A.
Imagenes representativas de microscopia confocal de la inmunofluorescencia de MYH9 (amarilla) y DAPI
(azul) en células HL-1 que expresan PKP2 “wild-type” o R735X. B. Imagenes representativas de microscopia
confocal de la inmunofluorescencia de MYH10 (morada) y DAPI (azul) en células HL-1 que expresan PKP2
“wild-type” o R735X. Barra de escala= 10 um. C. Diagrama que resume las mediciones que se realizaron:
numero de ramificaciones (sefialados como puntos rojos) y longitud de dichas ramificaciones (sefialadas
con flechas azules). D. Cuantificacion del nimero de ramificaciones en el citoesqueleto de MYH9 y MYH10

en células HL-1 control o que expresan PKP2, R735X o shPKP2. E. Cuantificacion de la longitud de las

92



Resultados

ramificaciones en el citoesqueleto de MYH9 y MYH10 en células HL-1 control o que expresan PKP2, R735X
0 shPKP2. Los datos, para D y E, se presentan como media * desviacidon estandar, ** p>0,01; ****
p<0,0001 por ANOVA de dos vias con un post-test de comparaciones multiples de Sidak, n=10 para los

grupos PKP2 y R735X y n=6 para los grupos control y shPKP2.

Para validar los resultados previos en tejido cardiaco, se aislaron cardiomiocitos de corazones
de ratones adultos transducidos con AAV-PKP2 o AAV-R735X. Las imagenes de microscopia
confocal de inmunofluorescencias, muestran que la distribucion de la MYH9 (verde) y la MYH10
(rojo) por separado, es similar entre ratones inyectados con AAV-PKP2 (Fig. 13A, panel superior)
y con AAV-R735X (Fig. 13A, panel inferior). Sin embargo, un estudio de la distribucion relativa
de ambas proteinas de la distancia centro-centro (Fig. 13B panel izquierdo) y del porcentaje de
colocalizacién (Fig. 13B, panel derecho) entre MYH9 y MYH10, muestra que la distancia centro-
centro entre ambas proteinas es inferior en cardiomiocitos de ratones inyectados con AAV-
R735X (Fig. 13D) y, por tanto, el porcentaje de colocalizacion aumenta (Fig. 13E). Estos datos,
confirman que la presencia del mutante R735X, interfiere con la distribucion relativa de las

proteinas MYH9 y MYH10.
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Figura 13. El mutante R735X altera la distribucién de las MYH9 y MYH10 en cardiomiocitos de ratén
adulto. A. Imagenes representativas de microscopia confocal de inmunofluorescencias de MYH9 (verde)
y MYH10 (rojo) en cardiomiocitos aislados de ratones inyectados con AAV que codifican para PKP2 (panel
superior) o R735X (panel inferior). Barra de escala= 1 um. B. Esquemas que muestran las mediciones de
la distancia centro-centro, sefialadas con una flecha discontinua negra (panel izquierdo) y el porcentaje
de colocalizacién, sefialado con un évalo punteado negro (panel derecho) entre MYH9 y MYH10. C.
Imagenes de distintos grados de colocalizacién entre MYH9y MYH10. Barra de escala= 0,25 pum. D.
Cuantificacién de la distancia centro-centro entre MYH9 y MYH10. E. Cuantificacién del porcentaje de
colocalizacidon entre MYH9 y MYH10. Los datos en D y E, se presentan como la mediana + los valores
minimos a maximos; la media esta representada como “+”, ¥**** p<0,0001 por prueba de t-Student,
n=2525 para el grupo de cardiomiocitos AAV-PKP2 y n=1935 para el grupo de cardiomiocitos AAV-R735X.

Los datos se obtuvieron de al menos 3 ratones por grupo.

2.5. El mutante R735X altera el citoesqueleto de actina

Los resultados previos muestran que, tanto la presencia de la proteina mutante R735X, como el
silenciamiento de la expresién de PKP2 (shPKP2), modifican la correcta localizacién subcelular
de la actina. Para determinar si el mutante R735X afectaba a las propiedades del citoesqueleto
de actina. Se analizaron y compararon imagenes de microscopia confocal de células que
expresaban de forma estable PKP2 o R735X marcadas con faloidina. Las células que expresan
PKP2 presentan un citoesqueleto de actina bien estructurado, con filamentos a lo largo de toda
la célula (Fig. 14A). Sin embargo, en las células que expresan el mutante R735X, la mayoria de la
actina aparece en acimulos y el nimero de filamentos presente es menor, que en células que
expresan PKP2 (Fig. 14B). Ademas, en la regidn sobre el nicleo de la célula (Fig. 14C) también se
observa una disminucién de la cantidad de filamentos de actina en las células que expresan el
mutante R735X (Fig. 14D). Debido a que los cambios en el citoesqueleto de actina estan
intimamente relacionados con la forma de la célula, se analizaron imagenes transversales (Fig.
14E) en las que se observa que la altura de las células se reduce en las células que expresan el
mutante R735X (Fig. 14F). En las células HL-1 en las que se silencia la expresidon de PKP2 (shPKP2),
la estructura del citoesqueleto de actina no estad alterada, por lo que no hay diferencias
significativas en la cantidad de filamentos de actina sobre la region del nucleo (Fig. 14D) nienla

altura celular (Fig. 14F).
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Figura 14. El mutante R735X altera la estructura del citoesqueleto de actina. A y B. Imagenes
representativas de microscopia confocal de células HL-1 que expresan de forma estable PKP2 o R735X,
respectivamente, marcadas con faloidina (rojo) y DAPI (azul). Barra de escala= 10 um. C. Imagenes
ampliadas de la region sobre el nicleo en células que expresan PKP2 (panel izquierdo) o R735X (panel
derecho). La linea discontinua amarilla indica la regién en la que se midié la cantidad de filamentos de
actina sobre el nucleo. Barra de escala= 10 um. D. Cuantificacion de la cantidad de filamentos de actina
en la region sobre del nucleo en células HL-1 control o que expresan PKP2, R735X o shPKP2. Los datos se
presentan como media * desviacién estandar, ns p>0,05; **** p<0,0001 por ANOVA de una via con un

post-test de comparaciones multiples de Dunnet, n=11 para cada grupo. E. Imagenes transversales
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representativas de células HL-1 que expresan PKP2 (panel superior) o R735X (panel inferior) marcadas con
faloidina (rojo) y DAPI (azul). La flecha amarilla indica la altura celular. Barra de escala= 10 um. F.
Cuantificacidn de la altura celular en células HL-1 control o que expresan PKP2, R735X o shPKP2. Los datos
se presentan como media + desviacién estandar, ns p>0,05; **** p<0,0001 por ANOVA de una via con un

post-test de comparaciones multiples de Dunnet, n=14 para cada grupo.

Otro pardmetro que se empled para medir los cambios en la organizacién de los filamentos de
actina fue el ratio F-Actina: G-Actina en células HL-1 control o que expresaban de forma estable
PKP2, R735X o shPKP2. La cuantificacion por western blot (Fig. 15A) mostré que la expresién del
mutante R735X, modifica el ratio F-Actina: G-Actina, es decir, presenta menos actina en forma
de filamentos y mas actina monomérica o despolimerizada (Fig. 15B). Estos resultados indican
que la alteracién en la organizacion del citoesqueleto de actina se debe a la presencia de la

proteina mutante R735X pero no a una disminucién en la cantidad de proteina PKP2.
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Figura 15. La expresion del mutante R735X modifica el ratio F-actina:G-Actina. A. Western blot de actina
monomeérica o G-actina (G) y de actina que forma filamentos o F-actina (F) en células HL-1 control o que
expresan PKP2, R735X o shPKP2, utilizando un anticuerpo frente a BActina B. Cuantificaciéon del ratio F-
actina: G-actina en células HL-1 control o que expresan PKP2, R735X o shPKP2. Los datos se presentan
como media * desviacion estandar, ns p>0,05; **** p<0,0001 por ANOVA de una via con un post-test de
comparaciones multiples de Dunnet, n=6 para los grupos PKP2 y R735X y n=5 para los grupos control y

ShPKP2.

La proteina mutante R735X altera la estructura del citoesqueleto de actina, por tanto, se estudié
si estos cambios en la organizacién de los filamentos de actina, tenian consecuencias funcionales
y modificaban las propiedades biomecanicas de la célula. Se determind la rigidez del

citoesqueleto de actina, usando microscopia de fuera atdmica (AFM del inglés, “atomic force
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microscopy”) en células HL-1 que expresaban de forma estable PKP2 “wild-type” o el mutante
R735X. En estos experimentos se empled una sonda que permite aplicar una fuerza constante
conocida sobre la superficie celular y medir la fuerza que genera la superficie de las células en
respuesta a esta deformacidn (Fig. 16A). Los mapas de fuerza que se obtuvieron, representan la
variacion espacial del mddulo de Young como medida de la rigidez de las células (Fig. 16B). El
analisis de los mapas de fuerza, muestra que las células que expresan el mutante R735X
presentan valores del médulo de Young menores, lo que se traduce en una menor rigidez,
comparado con las células que expresan PKP2 “wild-type” (Fig. 16C). Estos datos sugieren que
una desorganizacién de los filamentos de actina debida a la presencia de la mutacién R735X,

conlleva una alteracidn en las propiedades biomecdanicas del citoesqueleto en estas células.
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Figura 16. La expresion del mutante R735X modifica la rigidez del citoesqueleto de actina. A. Diagrama
del funcionamiento del AFM. B. Mapas de fuerza representativos de células HL-1 que expresan PKP2
(panel superior) o R735X (panel inferior), mostrando el médulo de Young. Barra de escala= 5 um. C.
Cuantificacion de los valores del médulo de Young. Los datos se presentan como la mediana # los valores
minimos a maximos; la media esta representada como “+”; **** p<0,0001 por prueba t-Student; n=93134

para PKP2 (en 5 células) y n=8080 para R735X (en 6 células).

Adicionalmente, se utilizé un biosensor basado en la transferencia de energia de resonancia de
Foster (FRET) para detectar diferencias en la tensidn de los filamentos de actina. Este biosensor
CpstFRET (Guo etal., 2014), consta de un nucleo FRET Cerulean-Venus, que permite la
transferencia de energia entre fluorocromos, unido a dos mondmeros de actina (AcpA) (Fig.
17A). Estos mondmeros de actina son funcionales y pueden polimerizar con los filamentos de
actina celulares. Una vez forman parte de los filamentos, la tensién a la que se someten se refleja
en cambios en la posicién relativa de esta pareja de mondmeros de actina, que a su vez afecta

a la disposicién del ntcleo FRET y a su eficiencia. Si la tension que soporta el filamento de actina
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es reducida, permite que los fluorocromos del nidcleo FRET permanezcan préximos. Esto se
traduce en una capacidad de FRET mdxima. En respuesta a un incremento en la tensién en los
filamentos de actina, la estructura del nucleo FRET se altera. Este cambio estructural provoca
que la distancia entre Cerulean-Venus se incremente y como consecuencia se reduzca la
capacidad de transferencia de energia dentro del nucleo FRET. Para definir el rango de tension
cuantificable por parte del biosensor cpstFRET se utilizaron dos construcciones como control
positivo (cpA, valor maximo de FRET) y negativo (Cerulean-Actina, valor minimo de FRET) (Fig.
17A). Se transfectaron células HL-1 que expresaban de forma estable PKP2 “wild-type” o el
mutante R735X con las construcciones AcpA, cpA y Cerulean-Actina, y se obtuvieron imagenes
Ratio FRET, que fueron el resultado de la relacion entre la emisidn obtenida por el fluorocromo
Venus, y la emisidn obtenida por el fluorocromo Cerulean (Fig. 17B). El analisis de las imagenes
Ratio FRET muestra que en células transfectadas con cpA o Cerulean-Actina, no hay diferencias
significativas entre las células que expresan PKP2 y las que expresan el mutante R735X. Sin
embargo, en las células transfectadas con el biosensor de tensidon AcpA, se observa que la
expresion del mutante R735X incrementa el ratio FRET en comparacién con las células que
expresan PKP2 “wild-type”. Por tanto, la eficiencia de FRET es mayor en las células que expresan
el mutante R735X (Fig. 17D), indicando que la tensién mecdnica a la que estan sometidos los
filamentos de actina es menor en estas células (Fig. 17E). Por tanto, estos resultados confirman
que la presencia del mutante R735X, altera las propiedades biomecdanicas del citoesqueleto de

actina, afectando a la elasticidad y la tensidn de los filamentos de actina.
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Figura 17. El mutante R735X modifica la tension de los filamentos de actina. A. Diagrama de las
construcciones generadas a partir del sensor que responde a tension, cpsFRET: AcpA, cpA (FRET maximo)
y cerulean-Actina (FRET minimo). findica fuerza, que expande la estructura de cpstFRET y conduce a una
disminucién del FRET. Las construcciones se incorporan a los filamentos de actina, polimerizando con
ellos. B. Imagenes FRET representativas de células HL-1 que expresan PKP2 o R735X transfectadas con
cpA (panel superior izquierdo), cerulean-Actina (panel superior derecho) o AcpA (paneles inferiores).
Barra de escala= 10 um. C. Analisis del ratio FRET (R) obtenido de las células que expresan PKP2 o R735X
transfectadas con cada una de las construcciones cpstFRET. Los datos se presentan como media +
desviacion estandar, ns p>0,05; **** p<0,0001 por ANOVA de dos vias con un post-test de comparaciones
multiples de Sidak, n=25 para cada grupo. D. Cuantificaciéon de la eficiencia de FRET para la construccion
AcpA transfectada en células que expresan PKP2 o R735X. E. Andlisis de la tension mecanica de los

filamentos de actina en células que expresan PKP2 o R735X. Los datos en D y E, se presentan como media

* desviacién estandar, **** p<0,0001 por prueba de t-Student, n=25 para cada grupo.

Para estudiar las consecuencias de estos cambios sobre el citoesqueleto de actina in vivo, se
aislaron cardiomiocitos de corazones de ratones adultos control o inyectados con AAV que
codificaban para PKP2, R735X o shPKP2. El analisis de imagenes de microscopia confocal de
cardiomiocitos marcados con faloidina, muestra que no hay diferencias en la distribucion de la

actina del sarcomero entre ninguno de los grupos analizados (Fig. 18). Esto sugiere que ni la
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presencia de la mutacion R735X, ni el silenciamiento de la expresion de PKP2 (shPKP2), provocan

cambios en la estructura de los filamentos de actina en los sarcémeros.
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Figura 18. El mutante R735X no altera la distribucion de la actina en los sarcémeros de cardiomiocitos
aislados. A. Imagenes representativas de microscopia confocal de cardiomiocitos aislados de ratones
control o inyectados con AAV-PKP2, AAV-R735X o AAV-shPKP2, marcados con faloidina. Barra de escala=
1 um. B. Perfiles de intensidad del patrén de tincidn de la faloidina en cardiomiocitos aislados de ratones
control o inyectados con AAV-PKP2, AAV-R735X o AAV-shPKP2. Los datos de presentan como la media de

los datos normalizados, n=5 por grupo. Los datos se obtuvieron de al menos 3 ratones por grupo.

Sin embargo, el patrén de estriacién de la actina de los sarcomeros en los cardiomiocitos aislados
de ratones inyectados con AAV-R735X, es andmalo y no siguen un patrén ordenado (Fig. 19A).
Analizando la orientacidn relativa de la estriacion de la actina, los histogramas de los
cardiomiocitos de ratones inyectados con AAV-PKP2, muestran patrones ordenados, en los que
la mayoria de los sarcdmeros mantienen la misma orientacion (Fig. 19B, panel superior),
mientras que en cardiomiocitos de ratones inyectados con AAV-R735X, los patrones son menos
estructurados, en los que la mayoria de los sarcémeros se desvian de una direccion principal de
la estructura (Fig. 19B, panel inferior). La cuantificacién del valor de dispersion (o) confirma que
los cardiomiocitos de ratones inyectados con AAV-R735X, presentan una dispersion mas alta y,
por tanto, sarcémeros mds desestructurados (Fig. 19C). En el resto de grupos no se observan
diferencias significativas al analizar este parametro (Fig.19C), lo que sugiere que, aunque no hay
cambios en la distribucién de los filamentos de actina en los sarcdmeros en presencia del
mutante R735X, la variacién en la orientacidn de los sarcémeros podrian afectar a la eficiencia

de contraccidn in vivo.
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Figura 19. Los cardiomiocitos de ratones transducidos con AAV-R735X presentan una distribucion
sarcomérica desordenada. A. Imdgenes representativas de microscopia confocal de cardiomiocitos
aislados de ratones inyectados con AAV-PKP2 (paneles izquierdos) o AAV-R735X (paneles derechos),
marcados con faloidina. La imagen ampliada aparece identificada con un cuadrado de linea discontinua.
Barra de escala= 10 um. B. Histogramas representativos de la medicion de la orientacién de los
sarcémeros de cardiomiocitos de ratones inyectados con AAV-PKP2 (panel superior) o AAV-R735X (panel
inferior). Las barras punteadas rojas indican la dispersidén de la distribucién. C. Cuantificacion de la
dispersion (o) de los sarcomeros de cardiomiocitos de ratones control o de ratones inyectados con AAV-
PKP2, AAV-R735X o AAV-shPKP2. Los datos se presentan como media + desviacién estandar, ns p>0,05;
**%* p<0,0001 por ANOVA de una via con un post-test de comparaciones multiples de Dunnet, n=29 para
los grupos PKP2 y R735X y n=28 para los grupos control y shPKP2. Los datos se obtuvieron de al menos 3

ratones por grupo.

Para determinar si la variacion en la alineacién de los sarcomeros se asocia con una alteracidn
en la actina citoplasmatica (ACTB), se analizd el ratio F-Actina: G-Actina en cardiomiocitos
aislados de ratones control o inyectados con AAV-PKP2, AAV-R735X y AAV-shPKP2. la
cuantificacion por western blot muestra que los cardiomiocitos de ratones inyectados con AAV-

R735X presentan un ratio F-Actina: G-Actina menor respecto a los cardiomiocitos de ratones
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inyectados con AAV-PKP2 (Fig. 20). No se observaron diferencias significativas entre los
restantes grupos analizados (Fig. 20). Estos resultados sugieren que la expresion del mutante
R735X en cardiomiocitos de ratdn adulto, afecta a la actina citoplasmatica alterando el ratio F-
Actina: G-Actina, y la orientacién de los sarcémeros, aunque no modifica la distribucion de la
actina sarcomérica (ACTA). Por otra parte, el silenciamiento de la expresién de PKP2, no modifica
ninguno de estos parametros, reforzando la idea de que el mutante R735X actua como un
mutante con ganancia de funcién sobre la regulacion de las proteinas del citoesqueleto de

actomiosina y no, generando un fenotipo de haploinsuficiencia.
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Figura 20. La expresion del mutante R735X en cardiomiocitos altera el ratio F-actina: G-Actina. A.
Western blot de G-actina (G) y F-actina (F) en cardiomiocitos de ratones control o inyectados con AAV-
PKP2, AAV-R735X o AAV-shPKP2, utilizando un anticuerpo frente a BActina. B. Cuantificacién del ratio F-
actina: G-actina. Los datos se presentan como media + desviacidn estandar, ns p>0,05; **** p<0,0001 por
ANOVA de una via con un post-test de comparaciones multiples de Dunnet, n=10 para los grupos PKP2 y
shPKP2; n=11 para el grupo R735X y n=7 para el grupo control. Los datos se obtuvieron de al menos 3

ratones por grupo.

2.6. El mutante R735X altera el citoesqueleto de actina a través de su efecto sobre la

MYH10

Las MYH9, MYH10 y MYH14, son fundamentales para un correcto ensamblaje del citoesqueleto
de actina, asi como para el mantenimiento de la tension y los movimientos contractiles de los

filamentos (Brito & Sousa, 2020; Sellers & Heissler, 2019). Para determinar si los defectos
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observados en el citoesqueleto de actina dependian directamente del efecto del mutante R735X
sobre la MYH10, se utilizaron activadores especificos para dicha miosina, Kif26b y 4-
Hidroxiacetofenona (4-HAP), y un inhibidor, Blebistatina. Las imagenes de microscopia confocal
de inmunofluorescencias de MYH9 y MYH10 en células HL-1 que expresan de forma estable el
mutante R735X, muestran una mejora en la distribucion de la MYH9 y la MYH10 al emplear
Kif26b y 4-HAP (Fig. 21A). En el andlisis se observa que, el uso de ambos activadores incrementa
el numero de ramificaciones y la longitud de las mismas, tanto para la MYH10 como para la
MYH9 (Fig. 21B), pero el efecto es mayor en las células que expresan el mutante R735X. Con el
uso de la Blebistatina, se observa el efecto opuesto, una desestructuracion del citoesqueleto de

MYH9 y MYH10, disminuyendo el numero de ramificaciones y su longitud (Fig. 21B).
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Figura 21. Los activadores especificos de MYH10, Kif26b y 4-HAP, mejoran la estructura del
citoesqueleto de MYH9 y MYH10. A. Imagenes representativas de microscopia confocal de la
inmunofluorescencia de MYH9 (amarillo) y MYH10 (morado) de células HL-1 que expresan el mutante
R735X, sin tratar o tratadas con Kif26b, 4-HAP o Blebistatina. Barra de escala= 5 um. B. Cuantificacién del
numero de ramificaciones en el citoesqueleto de MYH9 y MYH10 en células HL-1 que expresan PKP2 o el
mutante R735X, sin tratar o tratadas con Kif26b, 4-HAP o Blebistatina. C. Cuantificacién de la longitud de
las ramificaciones en el citoesqueleto de MYH9 y MYH10 en células HL-1 que expresan PKP2 o el mutante
R735X, sin tratar o tratadas con Kif26b, 4-HAP o Blebistatina. Los datos para B y C, se presentan como
media + desviacién estandar, ns p>0,05; * p<0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001; **** p<0,0001 por ANOVA
de dos vias con un post-test de comparaciones multiples de Sidak, n=10 para los grupos PKP2 y R735X sin

tratar y n=6 para los grupos PKP2 y R735X tratadas con Kif26b, 4-HAP o Blebistatina.

Posteriormente las células se marcaron con faloidina para determinar si los cambios en Ia
estructura del citoesqueleto de las MYH9 y MYH10 se correlacionaban con una mejora en la
estructura del citoesqueleto de actina. Las imagenes obtenidas por microscopia confocal,
muestran un incremento en el nimero de filamentos de actina a lo largo de toda la célula, en
las células que expresan el mutante R735X tratadas con Kif26b y con 4-HAP (Fig. 22A). La
cuantificacion mostrd un incremento en la cantidad de filamentos de actina sobre la regidn del
nucleo (Fig. 22B) y en la altura celular (Fig. 22C), al utilizar los dos activadores de la MYH10 en
las células que expresan el mutante R735X. El tratamiento con la Blebistatina tuvo el efecto
contrario. Ademas, los activadores de MYH10, también incrementan el ratio F-Actina: G-Actina,
en células que expresan el mutante R735X (Fig. 22D y 22E). Por tanto, el tratamiento con
moduladores de la actividad de la MYH10 conlleva cambios en la estructura del citoesqueleto
de actina, que rescata el fenotipo inducido por la presencia del mutante R735X, lo que sugiere
gue la proteina mutante R735X altera la estructura del citoesqueleto de actina modificando la

funcién de la proteina MYH10.
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Figura 22. Los activadores especificos de MYH10, Kif26b y 4-HAP, mejoran la estructura del
citoesqueleto de actina en células HL-1 que expresan el mutante R735X. A. Imagenes representativas de
microscopia confocal de células HL-1 que expresan de forma estable el mutante R735X, sin tratar o
tratadas con Kif26b, 4-HAP o Blebistatina, marcadas con faloidina (rojo) y DAPI (azul). Barra de escala=5
um. B. Cuantificacién de la cantidad de filamentos de actina en la region sobre del nucleo en células HL-1
gue expresan PKP2 o R735X, sin tratar o tratadas con Kif26b, 4-HAP oBlebistatina. C. Andlisis de la altura
celular en células que expresan PKP2 o R735X, sin tratar o tratadas con Kif26b, 4-HAP o Blebistatina. Los
datos en B y C se presentan como media * desviacion estandar, ns p>0,05; * p<0,05; ** p< 0,01; ****
p<0,0001 por ANOVA de dos vias con un post-test de comparaciones multiples de Sidak, n=10 para los
grupos PKP2 y R735X sin tratar y tratadas con Kif26b y n=8 para los grupos PKP2 y R735X tratadas con 4-
HAP o Blebistatina. D. Western blot de G-actina (G) y F-actina (F) en células HL-1 que expresan PKP2 o

R735X, sin tratar o tratadas con Kif26b, 4-HAP o Blebistatina, utilizando un anticuerpo frente a BActina. E.
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Cuantificacidn del ratio F-actina: G-actina. Los datos se presentan como media * desviacién estandar, ns
p>0,05; **** p<0,0001 por ANOVA de dos vias con un post-test de comparaciones multiples de Sidak, n=5
para los grupos PKP2 y R735X sin tratar, n=4 para los grupos PKP2 y R735X tratadas con Kif26b y n=3 para
los grupos PKP2 y R735X tratadas con 4-HAP o Blebistatina.

3. El cambio estructural de la proteina R735X es critico en su ganancia de funcion

3.1. Ocluir estéricamente la regién interna en la proteina R735X, estabiliza el dominio N-

terminal y mejora su localizaciéon

La deleccién de la regidn C-terminal de PKP2 induce un cambio conformacional en la proteina,
gue provoca que una region interna quede expuesta al solvente. Se hipotetizé que este cambio
podia estar implicado en la adquisicién de nuevas funciones de la proteina mutante R735X.
Ocluir esta region, podria ser importante para poder revertir el fenotipo asociado a la expresion
del mutante R735X y la desregulacidn del citoesqueleto de actomiosina. Siguiendo predicciones
in silico, se disefiaron construcciones para expresar la proteina de fusion R735X-EGFP, donde la
proteina EGFP en el extremo C-terminal de la proteina mutante R735X (R735X-Ctag) ocluia
estericamente la regidn interna de la proteina R735X. El modelo tridimensional correspondiente
a la estructura de la proteina R735X-Ctag, confirmo que el péptido EGFP estabiliza el dominio N-
terminal y ocluye parcialmente la region interna expuesta en la estructura de la proteina
mutante R735X (Fig. 23A). Esta proteina de fusidn, R735X-Ctag, expresada en células HL-1 es
mas estable que la proteina mutante R735X, como muestra el andlisis por western blot (Fig.
23B). El analisis de la localizacion de la proteina R735X-Ctag, muestra que en células HL-1, la
proteina R735X-Ctag, se localiza en el borde de la célula, aunque también se detecta en el
citoplasma (Fig. 23C). La cuantificacion de la intensidad relativa de la sefial de R735X y de R735X-
Ctag en la membrana plasmadtica y en el citoplasma, demuestra que el ratio de la intensidad
membrana/citoplasma, se incrementa en las células que expresan la proteina R735X-Ctag
respecto a las células que expresan la proteina mutante R735X (Fig. 23D). In vivo, las imagenes
de inmunohistoquimicas de corazones de ratones transducidos con AAV, muestran que la
proteina R735X-Ctag se localiza tanto en el citoplasma de los cardiomiocitos, como en los discos
intercalares, mejorando su localizacidn respecto a la proteina mutante R735X (Fig. 23E). En

conjunto, estos resultados sugieren que, la oclusidon parcial de la regién interna que queda
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expuesta en la proteina mutante R735X con el péptido EGFP (R735X-Ctag), mejora parcialmente

la estabilidad y la localizacidn de la proteina.
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Figura 23. La proteina R735X-Ctag presenta mayor estabilidad y mejor localizacién que la proteina
mutante R735X. A. Estructura tridimensional y organizacion de los dominios de la proteina R735X-Ctag.
Dominio N-terminal, dN (azul); dominio interno armadillo, dARM (amarillo); EGFP en el extremo C-
terminal, EGFP-C (verde). B. Western blot de células HL-1 que expresan de forma estable R735X o R735X-
Ctag, utilizando anticuerpos frente a PKP2 y GAPDH (paneles izquierdos). R735X= 70 KDa (asterisco azul)
y R735X-Ctag= 98 KDa (asterisco verde). Cuantificacion de los niveles de las proteinas R735X y R735X-Ctag
(panel derecho). Los datos se presentan como media + desviacién estandar; *** p<0,001 por prueba t-

Student, n=3 para cada grupo. C. Imagenes representativas de microscopia confocal de células HL-1 que
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expresan de forma estable EGFP-R735X (panel izquierdo) o R735X-Ctag (panel derecho). Las flechas
amarillas indican la localizacién de R735X o R735X-Ctag, respectivamente, en el borde celular. Barra de
escala= 10 pm. D. Cuantificacién de los niveles de intensidad de R735X, R735X-Ctag y PKP2 en la
membrana plasmdtica respecto a los niveles en el citoplasma. Los datos se presentan como media +
desviacion estandar; ** p<0,01; **** p<0,0001 por ANOVA de una via con un post-test de comparaciones
multiples de Tukey. R735X n=39, R735X-Ctag n=37 y PKP2 n=38. E. Imagenes representativas de cortes de
tejido cardiaco de ratones inyectados con AAV-EGFP-R735X (panel izquierdo) o AAV-R735X-Ctag (panel
central y derecho). Las flechas rojas indican la tincién por inmunohistoquimica de EGFP, mostrando la
localizacién de cada proteina en los cardiomiocitos infectados. La imagen del panel derecho muestra la

amplificacién de un area especifica. Barra de escala= 100 um.

3.2. La proteina R735X-Ctag mejora la estructura del citoesqueleto de actomiosina

Ocluir la zona interna expuesta en el mutante R735X, rescata parcialmente la estabilidad y la
localizacion de la proteina. Para determinar si este cambio estructural generado al ocluir la
region interna del mutante R735X, altera la interaccién de R735X-Ctag con la MYH9 y la MYH10,
se transfectaron células HEK293T con los plasmidos pCMV-EGFP-R735X, pCMV-R735X-EGFP
(R735X-Ctag) o pPCMV-EGFPy se realizé una Co-IP. El andlisis por western blot (Fig. 24A) muestra
que la MYH9 coinmunoprecipita por igual con ambas proteinas, sin embargo, la MYH10
coinmunoprecipita menos eficientemente con la proteina mutante R735X-Ctag (Fig. 24B). Estos
resultados sugieren que el rescate parcial de la proteina R735X-Ctag, puede estar mediado por

la interaccién diferencial que se produce con la proteina MYH10.
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Figura 24. El cambio estructural de la proteina R735X-Ctag reduce la interacciéon con la MYH10. A.
Western blot de la Co-IP de MYH9 y MYH10. Se muestran tanto los extractos de proteinas iniciales o
“input” (paneles izquierdos), como los resultados de la Co-IP (paneles derechos). Se utilizaron anticuerpos
frente a MYH9, MYH10 y EGFP. B. Cuantificacion de la cantidad de proteina de MYH9 y MYH10, relativa a
la cantidad de proteina R735X o R735X-Ctag. Los datos se presentan como media + desviacién estandar,
ns p>0,05; * p< 0,05 por ANOVA de dos vias con un post-test de comparaciones multiples de Sidak, n=3

para cada grupo.

Para determinar si la proteina R735X-Ctag rescata también la organizacidn de las proteinas del
citoesqueleto de actomiosina, se analizd la distribucion subcelular de la MYH9, MYH10 y actina
a nivel del cértex celular, en células HL-1 que expresaban R735X-Ctag (Fig. 25A). El analisis de
los perfiles de intensidad a partir de imagenes de microscopia confocal, muestra que la
localizacion de PKP2 (R735X-Ctag) (verde) coincide con el perfil de la actina (gris) en la zona mas
externa de la célula. Sin embargo, los perfiles de intensidad de la MYH9 (rojo) y MYH10 (azul) se
encuentran desplazados hacia el interior celular (Fig. 25B). La cuantificacion de las distancias
relativas entre estas proteinas, usando como referencia la localizacion de la proteina PKP2 “wild-
type”, muestra que la distribucién en células que expresan R735X-Ctag, es similar a la observada
en células que expresan PKP2 (Fig. 25C). Por tanto, la disposicion de las proteinas del
citoesqueleto de actomiosina se recupera en presencia de la proteina R735X-Ctag, que tiene
ocluido la regidn interna de la proteina Ademads, se comprobd la estructura y disposicion del
citoesqueleto que conformaban las MYH9 y MYH10. Se analizaron imdagenes de microscopia
confocal de inmunofluorescencias de células HL-1 que expresaban de forma estable el mutante
R735X o la nueva proteina R735X-Ctag. La cuantificacion muestra que las células que expresan
R735X-Ctag, presentan mayor numero de ramificaciones (Fig. 25D) y de mayor longitud (Fig.
25E), tanto en MYH9 como en MYH10, respecto a las células que expresan el mutante R735X.
Por tanto, estos resultados indican que la oclusién estérica de la regidn interna que se produce
en la proteina R735X-Ctag, revierte parcialmente el fenotipo de la proteina mutante R735X,
mejorando la distribucion subcelular de los componentes de actomiosina y la estructuran del

citoesqueleto de MYH9 y MYH10.
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Figura 25. La proteina R735X-Ctag rescata parcialmente la localizacion y la distribucion de la MYH9 y
MYH10. A. Imagen representativa de microscopia confocal de inmunofluorescencia de R735X-Ctag
(verde), MYH9 (rojo), MYH10 (azul) y Actina (gris) en células HL-1 que expresan de forma estable R735X-
Ctag. La flecha amarilla esta trazada desde el exterior de la célula hacia el citoplasma. Barra de escala= 2
um. B. Perfil de intensidad medido siguiendo la direccion de la flecha amarilla, para PKP2 (R735X-Ctag),
MYH9, MYH10 y Actina en el borde celular, mostrando el orden en el que aparece cada proteina en células
que expresan R735X-Ctag. C. Grafica que muestra la distancia relativa entre los picos maximos de
intensidad de los perfiles de PKP2 (R735X o R735X-Ctag), MYH9, MYH10 y actina, en células HL-1 que
expresan EGFP-PKP2, EGFP-R735X o R735X-Ctag. Los datos se presentan como media + desviacion
estandar, ns p>0,05; * p< 0,05; *** p< 0,001; **** p<0,0001 por ANOVA de dos vias con un post-test de
comparaciones multiples de Dunnett, n=5 para cada grupo. D. Cuantificacion del numero de
ramificaciones en el citoesqueleto de MYH9 y MYH10 en células que expresan R735X o R735X-Ctag. E.
Cuantificacion de la longitud de las ramificaciones en el citoesqueleto de MYH9 y MYH10 en células que
expresan R735X o R735X-Ctag. Los datos, para D y E, se presentan como media + desviacién estandar, *
p< 0,05; ** p<0,01 por ANOVA de dos vias con un post-test de comparaciones multiples de Sidak, n=10

para cada grupo.

Se estudid el efecto de la proteina R735X-Ctag sobre la organizacion y funcion del citoesqueleto

de actina. El analisis de las imagenes de células HL-1 que expresaban de forma estable R735X-
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Ctag, marcadas con faloidina muestra que estas células (Fig. 26A, panel superior) presentan un
citoesqueleto de actina mas estructurado que en las células que expresan el mutante R735X
(Fig. 26A, panel inferior). Ademas, las células que expresan R735X-Ctag, también muestran un
aumento de la cantidad de filamentos de actina en la region sobre el nucleo (Fig. 26B) y la altura
celular (Fig. 26C). Adicionalmente, el analisis mediante western blot del ratio F-Actina: G-Actina
(Fig. 26D), muestra un aumento de la cantidad de filamentos de actina (F-actina) respecto a la
G-actina, en las células que expresan R735X-Ctag, comparado con las células que expresan el
mutante R735X (Fig. 26E). Estos cambios estructurales se correlacionan con cambios
funcionales, ya que en las células que expresan R735X-Ctag, las propiedades biomecanicas del
citoesqueleto de actina se modifican con respecto a las células que expresan el mutante R735X.
El analisis de la rigidez celular medido por AFM en células HL-1, muestra que los valores del
mddulo de Young se incrementan en las células que expresan R735X-Ctag respecto a las células
que expresan el mutante R735X (Fig. 26F). Por tanto, estos resultados confirman que la region
C-terminal es critica para mantener un citoesqueleto funcional y que la oclusidn estérica de la
region interna de la proteina R735X, revierte parcialmente el fenotipo asociado a esta mutacién

patoldgica.
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Figura 26. La proteina R735X-Ctag rescata defectos estructurales y funcionales del citoesqueleto de
actina. A. Imdgenes representativas de microscopia confocal de células HL-1 que expresan de forma
estable R735X-Ctag (panel superior) o R735X (panel inferior), marcadas con faloidina (rojo) y DAPI (azul).
Barra de escala= 10 um. B. Analisis cuantitativo de la cantidad de filamentos de actina en la regidn sobre
el nucleo en células HL-1 que expresan R735X o R735X-Ctag. Los datos se presentan como media
desviacion estandar, **** p<0,0001 por prueba t-Student, n=11 para cada grupo. C. Analisis de la altura
celular en células HL-1 que expresan R735X, R735X-Ctag o PKP2. Los datos se presentan como media *
desviacion estandar, **** p<0,0001 por ANOVA de una via con un post-test de comparaciones multiples
de Tukey, n=14 para cada grupo. D. Western blot de G-actina (G) y F-actina (F) de células HL-1 que
expresan PKP2, R735X o R735X-Ctag, utilizando un anticuerpo frente a f-actina. E. Cuantificacion del ratio
F-actina: G-actina. Los datos se presentan como media  desviacion estandar, *** p<0,001; **** p<0,0001
por ANOVA de una via con un post-test de comparaciones multiples de Tukey, n=6 para cada grupo. F.
Cuantificacion del mddulo de Young en células HL-1 que expresan R735X o R735X-Ctag. Los datos se

presentan como la mediana # los valores minimos a maximos; la media estd representada como “+”; ****
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p<0,0001 por prueba t-Student; n=8080 para R735X (en 6 células) y n=93134 para R735X-Ctag (en 5

células).

3.3. La proteina R735X-Ctag mejora la funcidn ventricular respecto al mutante R735X

Para determinar el efecto de la proteina R735X-Ctag in vivo, se transdujeron ratones con AAV-
R735X o R735X-Ctag y se estudiaron a nivel estructural y funcional. El andlisis de imagenes de
inmunofluorescencias de MYH9 y MYH10 obtenidas por microscopia confocal, muestra que en
los cardiomiocitos de ratones inyectados con AAV-R735X-Ctag, se incrementa la distancia centro
a centro entre la MYH9 y MYH10 (Fig. 27A), y por tanto, se reduce su porcentaje de
colocalizacion (Fig. 27B), cuando se comparan con los cardiomiocitos de ratones inyectados con
AAV-R735X. El andlisis del ratio F-Actina: G-Actina también revelé que los cardiomiocitos del
ratones inyectados con AAV-R735X-Ctag, presentan un ratio mayor en comparacién con los
cardiomiocitos de ratones inyectados con AAV-R735X (Fig. 27C). Este dato se correlaciona, con
una disminucidn en la dispersién de la orientacion de los sarcomeros en los cardiomiocitos de
ratones inyectados con AAV-R735X-Ctag, presentando por tanto, un patrén sarcomérico mas
ordenado, respecto a los cardiomiocitos de ratones inyectados con AAV-R735X (Fig. 26D).
Ademas, el andlisis de la funcion cardiaca medido por MRI, muestra que en ratones inyectados
con AAV-R735X-Ctag, mejoran el VSF (Fig. 27E) y la FE (Fig. 27F) del ventriculo derecho, respecto
a los ratones inyectados con AAV-R735X. Estos resultados indican que la expresion de R735X-
Ctag, revierte parcialmente el fenotipo encontrado en los ratones que expresan el mutante
R735X, mejorando la capacidad de contracciéon y la funcién cardiaca. Por tanto, la oclusion de la
region interna que aparece expuesta en la proteina mutante R735X, es suficiente para recuperar
parcialmente las propiedades estructurales del cardiomiocito. En conjunto, estos resultados
sugieren que la mutacion R735X, que afecta a la regidon C-terminal, presenta un desorden
conformacional que afecta a la interaccidn y a la funcién de las proteinas del citoesqueleto de
actomiosina, interfiriendo en la organizaciéon de los filamentos de actina, la capacidad de

contraccion y la funcion del sarcomero.
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Figura 27. La proteina R735X-Ctag modifica la distribucién de los componentes de actomiosina y la
funcionalidad cardiaca. A. Cuantificacion de la distancia centro-centro entre MYH9 y MYH10. B.
Cuantificacion del porcentaje de colocalizacion entre MYH9 y MYH10. Los datos en Ay B, se presentan
como la mediana * los valores minimos a maximos; la media esta representada como “+”, ** p<0,01 ***
p<0,001 por prueba de t-Student, n=1935 para el grupo de cardiomiocitos AAV-R735X y n=1999 para el
grupo de cardiomiocitos AAV-R735X-Ctag. Los datos se obtuvieron de al menos 3 ratones por grupo. C.
Western blot de G-actina (G) y F-actina (F) en cardiomiocitos de ratones inyectados con AAV-PKP2, AAV-
R735X o AAV-R735X-Ctag (panel superior) utilizando un anticuerpo frente a B-actina. Cuantificacion del
ratio F-actina: G-actina (panel inferior). Los datos se presentan como media + desviacién estandar, *
p<0,05; *** p<0,001 por ANOVA de una via con un post-test de comparaciones multiples de Tukey, n=11
para el grupo AAV-R735X; n=8 para el grupo AAV-R735X-Ctag y n=10 para el grupo AAV-PKP2. Los datos
se obtuvieron de al menos 3 ratones por grupo. D. Cuantificacién de la dispersién (o) de los sarcémeros
de cardiomiocitos aislados marcados con faloidina, de ratones inyectados con AAV-R735X, AAV-R735X-
Ctag o AAV-PKP2. Los datos se presentan como media + desviacién estandar, * p<0,05; **** p<0,0001
por ANOVA de una via con un post-test de comparaciones multiples de Tukey, n=29 para cada grupo. Los
datos se obtuvieron de al menos 3 ratones por grupo. E y F. Cuantificaciéon mediante MRI del VSF y de la
FE, respectivamente, en el ventriculo derecho, en corazones de ratones inyectados con AAV-R735X o AAV-
R735X-Ctag. Los datos se presentan como media  desviacion estandar, * p<0,05 por prueba de t-Student,

n=10 para el grupo AAV-R735X y n=8 para el grupo AAV-R735X-Ctag.
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Caracterizacion del mutante de PKP2 R735X

La cardiomiopatia arritmogénica (ACM, del inglés “arrhythmogenic cardiomyopathy”) es una
enfermedad familiar en la que la mayoria de los pacientes presentan una variante patogénica
vinculada con componentes del desmosoma. La importancia de las mutaciones en los
desmosomas, y la complejidad de los fenotipos asociados a esta patologia, sugiere que la funcidn
de estos complejos multiprotéicos va mas alla de ser elementos meramente estructurales que
preservan la integridad de los cardiomiocitos durante los ciclos de contraccion y relajacion. Poco
se conoce sobre el desarrollo de la enfermedad, y de cdmo defectos en el desmosoma pueden
afectar a procesos tan diversos como la contraccidn, la diferenciacion celular o la propia
electrofisiologia de la célula cardiaca con una penetrancia tan variable. Dentro de los genes
desmosomales, PKP2 es el gen mas cominmente afectado en cohortes adultas y su importancia
se justifica por su participacion en multiples funciones (Austin et al., 2019; Costa et al., 2020). La
proteina PKP2 forma parte de la estructura de los desmosomas, regula el ensamblaje de los
mismos y contribuye a su fuerza mecanica, siendo un componente esencial en las células
cardiacas (Moncayo-Arlandi et al., 2016). De hecho, una deleccidon en homocigosis de PKP2 en
ratdn, es letal en el embrién durante la gestacidn y resulta en una ruptura de la pared cardiaca,
presumiblemente debida a defectos en la adhesién celular (Grossmann et al., 2004). Aunque la
existencia de esta letalidad embrionaria enfatiza la importancia de PKP2 como componente
estructural de los desmosomas, no se emplea como modelo para la ACM. Los modelos de
ratones haploinsuficientes para PKP2 han sido los mas utilizados, porque se consideran los mas
representativos en funcién de los hallazgos genéticos encontrados en pacientes de ACM, ya que
en pacientes con mutaciones en heterocigosis, ha sido dificil demostrar la expresion de las
proteinas mutantes. Esto es debido a que la mayoria de las mutaciones en PKP2 descritas en
pacientes de ACM, podrian ser susceptibles de generar proteinas inestables que se degraden
rapidamente o incluso que no se traduzcan eficientemente (Austin et al., 2019; Kirchner Florian
et al., 2012). La gran variabilidad en la penetrancia en la ACM, sugiere la existencia de multiples
mecanismos involucrados en el desarrollo de esta enfermedad. Sin embargo, existen muy pocos
modelos que involucren a formas truncadas de PKP2 que generen sintomas diferentes a los que
se producirian en casos de haploinsuficiencia, por lo que, a pesar de la importancia de las
mutaciones truncadas de PKP2 en la epidemiologia de la ACM, se conoce poco sobre su

patologia y sus caracteristicas moleculares (Cruz et al., 2015; Moncayo-Arlandi et al., 2016). En
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concreto, la proteina mutante R735X se produce como consecuencia de la aparicién de un codén
de parada prematuro, que genera una proteina PKP2 truncada sin parte de la regién C-terminal,
y es capaz de provocar un fenotipo ACM. Para estudiar que procesos estan afectados por este
mutante de PKP2 se analizaron su estructura, estabilidad, localizacion y como afecta al
interactoma. El andlisis la estructura mediante el desarrollo de un modelo tridimensional, reveld
gue la falta de parte del extremo C-terminal de la proteina, no permitia un plegamiento correcto
del dominio N-terminal, alterando la topologia y las propiedades electropotenciales globales en
la superficie de la proteina. Este cambio conformacional en mutantes de PKP2, podria explicar
diferencias en el interactoma, alteraciones en la localizacién y anomalias funcionales. El dominio
N-terminal de PKP2, no presenta una estructura secundaria conocida, con la excepcidn de un
tramo corto conservado en alfa-hélice cerca del extremo N-terminal, por lo tanto, se considera
gue se encuentra en gran parte desplegado (Hatzfeld et al., 2014). Nuestros analisis indican que
la region C-terminal de PKP2 ejerce una accion estabilizadora sobre la proteina en su conjunto,
permitiendo un correcto plegamiento del dominio N-terminal para establecer una conformacion
plegada. La estructura de la proteina de fusion R735X-Ctag, confirmaria este resultado, ya que
al incorporar la proteina EGFP en la regién C-terminal de la proteina R735X, el domino N-

terminal se plegaba mas eficientemente, restaurando parcialmente su conformacion.

Nuestros resultados demuestran que la proteina mutante R735X, se encontraba deslocalizada,
mayoritariamente en el citoplasma celular in vitro e in vivo, en lugar de en el borde interno de
la membrana plasmatica o en el los discos intercalares, donde se localiza la proteina PKP2 “wild-
type”. Existen multiples ejemplos de mutaciones patogénicas en el dominio de repeticiones
armadillo de PKP2, que afectan a la regidn C-terminal de la proteina. Estas mutaciones tienen
como consecuencia que dichas proteinas mutantes presenten una localizacidn citoplasmatica
en lugar de localizarse en la cara interna de la membrana. Estos datos sugieren que la secuencia
de aminodcidos de la regién C-terminal de la proteina, podria tener un papel importante en la
localizacion de PKP2 en la membrana plasmatica (Hall et al., 2009; Kirchner Florian et al., 2012).
Sin embargo, nuestros resultados indican que al ocluir la regién interna que queda expuesta en
el mutante R735X, con un péptido no relacionado con PKP2, se rescata parcialmente la
localizacidon de la proteina y su funcion. Estos resultados sugieren que el dominio C-terminal de
PKP2 carece de un motivo de secuencia especifico requerido para la localizacién de la proteina
en el desmosoma. Por tanto, esta perturbacion se estaria produciendo a través de otros
mecanismos que podrian ser directos, mediante la alteracién del tréfico de la propia proteina, o
indirectos, a través de la pérdida, la aparicion y/o la modificacion de interacciones, que

retendrian a la proteina en la fraccidn soluble.
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Las interacciones conocidas de PKP2 se encuentran en el dominio N-terminal y aun no se han
descrito interacciones que dependan de la regidén de repeticiones armadillo o del dominio C-
terminal (Hatzfeld et al., 2014). Diferentes estudios demuestran que la pérdida del dominio N-
terminal de la proteina o mutaciones en ciertos aminoacidos de dicho dominio, afectan a las
interacciones de PKP2 con el resto de proteinas del desmosoma (Al-Jassar et al., 2013; Hall et al.,
2009). Esto indica que las modificaciones estructurales que se producen en el dominio N-
terminal del mutante R735X, modifican su plegamiento, alterando las afinidades relativas con
otras proteinas ya que la proteina mutante R735X interacciona menos eficientemente con las
proteinas del desmosoma y mas eficientemente con proteinas del citoesqueleto como la
MYH10, favoreciendo su deslocalizaciéon en la membrana y su retencién en el citoplasma. Un
estudio reciente en el que se desarrollé un modelo de ratén que expresaba la proteina truncada
PKP2-Ser329, corrobora estos resultados y muestra que, al analizar el contenido de diferentes
compartimentos subcelulares, la proteina PKP2 nativa se acumulaba mayoritariamente en la
fraccion de membrana, mientras que la proteina truncada de PKP2, se distribuia sobre todo en
la fraccidon citoplasmatica y en la del citoesqueleto (Moncayo-Arlandi et al., 2016). Ademas,
nuestros resultados demuestran que la proteina R735X-Ctag, revertia parcialmente el efecto del
mutante R735X sobre las interacciones con las proteinas del citoesqueleto, mejorando también

su localizacion.

La proteina mutante R735X presentaba niveles detectables in vitro e in vivo. Sin embargo, sus
niveles eran menores que los de la proteina PKP2 “wild-type” a igualdad de nivel de ARNm. Por
tanto, esta diferencia no se debe a una alteracién en los niveles de expresién, si no a diferencias
en la traduccion o en la estabilidad de la proteina, ocasionado por la alteraciéon conformacional
de la proteina y a una localizacién en un compartimento celular incorrecto. Es mas probable que
se deba a un problema en la estabilidad de la proteina, en base al comportamiento de la proteina
de fusién R735X-Ctag, en la que al mejorar su conformacion, presentaba niveles de proteina
superiores a los de la proteina mutante R735X, indicando una mayor estabilidad proteica. El
hecho de que la proteina mutante R735X pueda ser sometida a una degradacién mas eficiente,
se apoya en otros estudios que muestran que mutaciones patogénicas similares a la mutacion
R735X, como C796R, C693fsX741, S615F y K654Q, presentan una inestabilidad intrinseca. En
estos modelos in vitro, estos mutantes sufren una degradacion especifica mediada por calpainas
(Kirchner Florian etal.,, 2012). También existen datos de pacientes que sugieren que los
portadores de mutaciones patogénicas en el gen PKP2, tienen expresion reducida de proteina
PKP2 en el miocardio. En la mayoria de estos casos, ha sido imposible detectar niveles de las

proteinas truncadas, bien por problemas técnicos o por su completa degradacion. Esto ha
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llevado a asumir, que la mayoria de las mutaciones de PKP2, generan mutantes inestables y que
un mecanismo de haploinsuficiencia sea el mayor determinante en el desarrollo de la ACM. Sin
embargo, los niveles de la proteina PKP2, solamente han sido investigado en un niumero limitado
de pacientes genotipados a dia de hoy, debido a la dificultad de obtener cantidades suficientes
de tejido miocardico (Gerull et al., 2004; Rasmussen et al., 2014). Segun nuestros resultados, la
expresion de la mutacién R735X, no produce un efecto de haploinsuficiencia y ademas,
previamente se habia demostrado que la proteina truncada R735X, actuaba como un mutante
dominante negativo (Cruz et al., 2015). Se han descrito otras mutaciones de PKP2 que pueden
actuar a través de un efecto dominante negativo, hipotetizando que interrumpian el
funcionamiento normal de la proteina PKP2 nativa (Alcalde et al., 2014). Sin embargo, nuestros
resultados indicaron que el mutante R735X, no afectaba ni a los niveles, ni a la localizacién de la
proteina PKP2 “wild-type”, sugiriendo que este tipo de mutantes no se comportan estrictamente
como dominantes negativos, sino como mutantes con ganancia de funcidn. Sirvan como ejemplo
otras mutaciones patogénicas en PKP2, como R79X y 179fs, que tampoco afectaban a la

localizacion de la proteina PKP2 enddégena (Joshi-Mukherjee et al., 2008).

Fenotipo estructural de la cardiomiopatia arritmogénica

La imagen cardiaca por resonancia magnética (MRI) se ha convertido en una herramienta basica
para el diagnéstico de la ACM durante la ultima década. Esta metodologia permite detectar
cambios estructurales de manera precisa y valorar la disfuncién ventricular, incluso en etapas
tempranas de la enfermedad (Towbin etal., 2019). Los estudios por MRI, muestran que la
expresion del mutante R735X, provoca una reduccion de la fraccion de eyeccién del ventriculo
derecho (FE-VD) y un aumento del volumen sistdlico final del ventriculo derecho (VSF-VD),
afectando por tanto, a la capacidad de contracciéon de los ventriculos, principalmente al
ventriculo derecho. Por el contrario, ninguno de estos efectos se manifesté en animales en los
gue se silencio la expresién de PKP2, demostrando que la presencia de la proteina mutante
R735X, es el desencadenante del fenotipo que esta asociada a esta disfuncion cardiaca, y no la

disminucion de la cantidad de proteina de PKP2.

La progresion de la ACM se ha asociado histéricamente con alteraciones estructurales ligadas a
un reemplazo progresivo de cardiomiocitos ventriculares por grasa y tejido fibrético (Costa
et al., 2020). Sin embargo, existen diferentes modelos animales y series de pacientes, donde no
se requiere una sustitucion del tejido cardiaco por tejido fibroadiposo, para padecer una

disfuncién ventricular (Cerrone et al., 2012; Cruz et al., 2015; Gerull & Brodehl, 2020; Moncayo-
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Arlandi et al., 2016). Nuestros resultados demuestran que el reemplazo fibroadiposo no es
necesario para desencadenar un fenotipo estructural de ACM, y por tanto, el deterioro de la
funcién ventricular viene determinado por un mecanismo totalmente independiente, como es
la desregulacién del citoesqueleto de actomiosina, abriendo un nuevo campo de investigaciény

tratamiento.

Efecto de la proteina R735X sobre el citoesqueleto de actomiosina

Demostramos que PKP2 tiene una actividad independiente de su funcidn estructural en el
desmosoma, interviniendo en la regulacién de la organizacién del citoesqueleto de actomiosina.
Una interaccidon éptima entre PKP2 y MYH10 permite una correcta distribucion y preservacién
de la estructura de las proteinas del citoesqueleto de actomiosina, asi como el mantenimiento

de las propiedades biomecdnicas de los filamentos de actina y la arquitectura celular (Fig. 28).

Los resultados muestran que PKP2 interacciona con proteinas del citoesqueleto como MYH9,
MYH10 y actina. Estas interacciones probablemente no se producen a través de la region C-
terminal, ya que el mutante R735X es capaz de interaccionar con estas mismas proteinas. Sin
embargo, no se puede descartar la posibilidad de que se traten de interacciones indirectas y que
impliquen a otras proteinas. La proteina mutante R735X disminuye las interacciones con el resto
de proteinas que forman parte del desmosoma, y por el contrario, las incrementa con las
proteinas del citoesqueleto MYH10 y actina citoplasmatica (ACTB). Por tanto, esta alteracién en
las interacciones con la MYH10 y con la actina citoplasmatica, podria ser la responsable de la
modificacion espacial en la distribucién de dichas proteinas a nivel de membrana. Por otra parte,
si asumimos que el efecto de la proteina mutante R735X sobre la desorganizacién de las
proteinas del citoesqueleto, es especifico y se basa en una ganancia de funcién anormal, el
silenciamiento de la expresién de PKP2 (shPKP2) no deberia generar un fenotipo estructural.
Segun nuestros resultados, este seria el caso, ya que el silenciamiento del 70% de la expresion
de PKP2, solamente altera la distribucion de la actina a nivel de membrana, de acuerdo con
estudios anteriores (Godsel et al., 2010), mientras que la organizacion de la MYH9 y la MYH10
no se modifica. En conjunto, estos datos demuestran que la localizacion en el citoplasma de la
proteina mutante R735X, y no el nivel de proteina de PKP2, provoca alteraciones en la

distribucidén de las proteinas del citoesqueleto de actomiosina.

Las funciones coordinadas de MYH9 y MYH10 y su correcta distribucién, son esenciales para el

ensamblaje apropiado de los filamentos de actina y del sarcémero en cardiomiocitos (Fenix
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et al., 2018). Nuestros resultados revelaron que la presencia del mutante R735X, alteraba la
estructura que conforma el citoesqueleto de MYH9 y de MYH10 y su distribucién relativa in vitro
e in vivo. Las moléculas de NMlI se organizan entre si en filamentos bipolares paralelos a un haz
de actina, generando estructuras similares a los sarcomeros musculares (Brito & Sousa, 2020;
Hu et al., 2017). Estas estructuras son importantes en los cardiomiocitos por varios motivos. En
primer lugar, se cree que los cardiomiocitos inician su ensamblaje a partir de este tipo de
estructuras llamadas "estructuras similares a fibras de tension", de apariencia similar a las fibras
de tensidn clasicas (Dabiri et al., 1997; Fenix et al., 2018; Sanger et al., 2006). Por otra parte,
sirven como enlace de los sarcomeros a los discos intercalares y a los costdmeros,
proporcionandoles integridad estructural y capacidad de deteccion de la tensidon normal de los
cardiomiocitos. De esta manera, se han observado alteraciones en la distribucién de las NMlIl en
corazones de pacientes con patologias cardiacas, y su acumulacidon en lugares inadecuados,

contribuye a la deteccion de tensidn aberrante y al remodelado cardiaco (Grimes et al., 2019).

EL mutante R735X también altera la estructura del citoesqueleto de actina, disminuyendo de la
cantidad de filamentos ensamblados por encima del nucleo y modificando las propiedades
biomecdnicas de dichos filamentos, ocasionando un cambio en la arquitectura celular y un
desequilibrio en el balance F-actina:G-actina, como reflejo de la desorganizaciéon del
citoesqueleto. Se ha llegado a sugerir, que la presencia de la B-actina asociada a los discos Zy a
los costameros, y su dinamica de polimerizacion/despolimerizacion, pueden ser importantes
para la funcién de contraccién en cardiomiocitos adultos (Balasubramanian et al., 2010). La
presencia del mutante R735X, también modifica la orientacién relativa de los sarcdmeros en
cardiomiocitos adultos. Desde una perspectiva biofisica, la naturaleza vectorial de la fuerza
predice que, un aumento en la desviacidon del angulo del eje perpendicular del sarcémero,
produciria una reduccién en la magnitud final de la fuerza generada. Por lo tanto, una alineacidn
incorrecta de los cardiomiocitos que expresan el mutante R735X, podrian justificar una
disminucion en la fuerza que el musculo cardiaco puede ejercer. Hay estudios que describen que
una variacién en la orientacion del sarcémero debida a la inclinacidn, torsién y desviaciones del
eje de las miofibrillas dentro de las fibras musculares, pueden explicar una caida de la fuerza
durante la actividad contrdctil (Friedrich etal., 2010). Por tanto, sarcomeros con una
microarquitectura mas irregular, como en el caso de los ratones que expresaban el mutante
R735X, impedirian una contraccién coordinada y alineada, comprometiendo la capacidad de
generar una fuerza dptima por parte del tejido cardiaco. Adicionalmente, no se han observado
diferencias en la variacion de la orientacién de los sarcomeros cuando se silencia la expresion

de PKP2, mientras que la expresién de la proteina de fusién R735X-Ctag, revierte parcialmente

122



Discusion

este fenotipo. A la vista de los resultados, variaciones en la organizacion del sarcémero que
afecte a su microarquitectura, debidas a la presencia del mutante R735X, podrian ser las
causantes de la disminucidn de la capacidad de contraccién del musculo cardiaco observada en
el andlisis por MRI. Por tanto, solamente la presencia de la proteina mutante R735X y su
localizacion citoplasmdtica, provoca la aparicion del fenotipo estructural que afecta al
citoesqueleto de actomiosina, indicando que el mutante R735X actia como un mutante con

ganancia de funcién.

Nuestros resultados indican que el mutante R735X afectaria tanto a la distribucién como a la
funcién de la MYH10. Estan descritos numerosos mecanismos de regulacion de la actividad y de
la localizacion subcelular de la MYH9 y MYH10. La activacion e inactivacidon se regula
principalmente a través de fosforilaciones y desfosforilaciones de las cadenas ligeras
reguladoras (CLR). El equilibrio entre la actividad de la miosina quinasa y la fosfatasa determina
la extension y la complejidad de los filamentos de miosina que se van a formar, en el lugar
correcto y en el momento adecuado. Esto es esencial para una correcta funcién de la MYH9 y
MYH10 en las células. Sin embargo, pueden producirse otro tipo de regulaciones modificando
las colas de las cadenas pesadas (CPNMII). Los eventos que se producen en esta zona, como
fosforilaciones, interacciones con otras proteinas y la co-polimerizacion en filamentos bipolares,
son importantes para controlar el ensamblaje y desensamblaje de los filamentos de MYH9 y
MY10 y por tanto, para la formacidn de haces de actomiosina. Las fosforilaciones en la cola
producen un desplazamiento del equilibrio monémero-filamento hacia el mondédmero vy las
interacciones con otras proteinas pueden conllevar al desensamblaje de los filamentos de
miosinas (Betapudi, 2014; Brito & Sousa, 2020; Sellers & Heissler, 2019). Por ejemplo,
fosforilaciones mediadas por PKC en las CLR, son inhibitorias ya que estdn asociadas a la
disminucion de la tasa de hidrdlisis de ATP y desensamblaje de las fibras de actina. Ademas estas
fosforilaciones reducen alostéricamente la fosforilacién de la Serl9 inducida por MLCK,
disminuyendo asi la actividad ATPasa de la MYH9 y la MYH10. PKC, entre otras kinasas, también
fosforila el dominio de la cola, lo que promueve el desmontaje y la despolimerizacidn de los
filamentos bipolares de MYH9 y MYH10 (Brito & Sousa, 2020). PKC puede regular la actividad de
las miosinas bajo condiciones fisiolégicas normales, pero también se ha descrito que, bajo
ciertas condiciones patoldgicas, se induce la activacidon de PKC, incrementando la fosforilacion
de las NMII (Betapudi, 2014; Newell-Litwa et al., 2015). En este contexto, nuestros resultados
apoyan la hipdtesis de que el aumento en la interaccion entre el mutante R735X y la MYH10,
podria deberse a que el mutante R735X atrapa a la MYH10, provocando su deslocalizacion

subcelulary su inactivacion. Esto conllevaria a una conformacion deficiente del citoesqueleto de
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laMYH9 vy de la propia MYH10y, por consiguiente, afectaria al citoesqueleto de actina. Mds aun,
al expresar la proteina de fusion R735X-Ctag, disminuia la interaccién de esta proteina con la
MYH10, y mejoraba la estructura del citoesqueleto de MYH9 y MYH10, asi como la conformacién
del citoesqueleto de actina. Este efecto de la MYH10 sobre el citoesqueleto de actina, se
demostré al emplear activadores especificos de dicha miosina, Kif26b y 4-Hidroxiacetofenona
(4-HAP) en células HL-1 que expresaban de forma estable el mutante R735X, las cuales
incrementaban el ensamblaje y la organizacién del citoesqueleto de MYH10. Esto se traducia en
una mejora de la organizacion del citoesqueleto de MYH9, asi como de la estructura del
citoesqueleto de actina y la arquitectura celular. Kif26b es un miembro de la familia de las
kinesinas que interacciona especificamente con la MYH10 y su sobreexpresidn conlleva una
activacion de las MYH10 y MYH14, incrementando su interaccidn con los filamentos de actina
(Guillabert-Gourgues etal., 2016; Uchiyama etal., 2010). Ademas, el tratamiento con la
molécula 4-HAP promueve la regulacion del citoesqueleto de actomiosina, alterando la
organizacién y la tensidn de los filamentos de actina, a través de la activacidn y el ensamblaje

de la MYH10 (Bryan et al., 2020; Surcel et al., 2015).
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shPKP2
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Figura 28. Diagrama de los modelos de expresion del mutante R735X y shPKP2. En el modelo “wild-
type”, PKP2 se localiza en los desmosomas y los cardiomiocitos presentan una estructura del citoesqueleto
de actomiosina y una orientacién sarcomérico normal. En el modelo de expresion del mutante R735X, la
proteina truncada R735X se deslocaliza en el citoplasma, e interacciona de forma aberrante con la MYH10,
provocando una alteracion en la estructura del citoesqueleto de actomiosina y en la disposicién de los
sarcomeros. En el modelo de silenciamiento de PKP2, solo la actina a nivel de membrana se encuentra
alterada y tanto la estructura del citoesqueleto de actomiosina, como la orientacidn de los sarcomeros

son normales.
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Terapia génica

La ACM es una enfermedad para la que actualmente no existe tratamiento. Su compleja
patogénesis, crea muchas oportunidades para la investigacion de posibles terapias para prevenir
o revertir la enfermedad. Nuestro trabajo indica la regulacién del citoesqueleto de actomiosina,
como una diana terapéutica en el control de la patologia de ACM. Adicionalmente, conocer el
mecanismo de accidn de la mutacién de PKP2, debe determinar la estrategia de una potencial
terapia. Dentro de estas estrategias, las mutaciones que causan haploinsuficiencia, requeririan
de terapias génicas de suplementacion con el gen PKP2 “wild-type” para restaurar la funcién. En
el caso de la mutacién R735X, nuestros resultados indican que se trata de una mutacién que
actua por ganancia de funcidén y su presencia en la célula, incluso a niveles muy bajos, es capaz
de producir modificaciones estructurales que son nocivas para las células. La estrategia
terapéutica requeriria un enfoque basado en una supresién inicial del alelo mutante, seguida de

una complementacién con PKP2 “wild-type”.

De cara a la busqueda de terapias alternativas, seria interesante realizar una busqueda de
moléculas o péptidos capaces de unirse a la proteina mutante R735X mediante
autoacoplamiento, para ocluir de forma dptima la regidn interna que queda expuesta en la
proteina mutante R735X y recuperar su conformacion. Nuestros resultados con la proteina de

fusidn R735X-Ctag, indican que este tipo de aproximacién es posible.

Por otra parte, hemos identificado a la MYH9 y a la MYH10 como proteinas que interaccionan
especificamente con PKP2. Adicionalmente, nuestros datos in vitro demuestran que la
sobreactivacion de la actividad de la MYH10, rescata el efecto del mutante R735X sobre el
citoesqueleto de actomiosina. Se conoce que la ausencia o la reduccién de la actividad de la
MYH10 puede producir efectos letales en el corazén (Betapudi, 2014; Sellers & Heissler, 2019).
Esto sugiere que la activacion de proteinas especificas podria emplearse como potencial
tratamiento futuro para la ACM. No obstante, es posible que existan muchos otras proteinas
potenciales, ademas de las miosinas, cuya interaccidon puede contribuir a la desregulacion del
sarcomero en el contexto de la enfermedad humana. Por lo tanto, comprender los eventos que
ocurren a escala molecular y celular, puede mejorar nuestro conocimiento del funcionamiento
del corazdn, asi como abrir nuevas rutas para generar herramientas de diagndstico y terapias

mas especificas.
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1. La regién C-terminal de PKP2 es necesaria para estabilizar el dominio N-terminal y Ia
estructura general de la proteina. El cambio estructural provocado por la deleccién de
parte de la regidn C-terminal en el mutante R735X, modifica la localizacién y la funcién
de la proteina truncada.

2. Lla presencia de la proteina mutante R735X, no afecta ni a los niveles totales ni a la
localizacién de la proteina PKP2 “wild-type”, lo que sugiere que el mutante R735X no
interfiere en la funcién de PKP2.

3. PKP2 interacciona con proteinas del citoesqueleto de actomiosina, y el mutante R735X
interacciona diferencialmente con la MYH10.

4. El mutante R735X compromete la organizacién del citoesqueleto de actomiosina in vitro
e invivo.

5. Lapresencia del mutante R735X, altera las propiedades biomecdnicas del citoesqueleto
de actina, afectando a la elasticidad y a la tensidn de los filamentos de actina in vitro y
a la funcién cardiaca in vivo.

6. El mutante R735X induce defectos en la organizacién del citoesqueleto de actomiosina
a través de la alteracion de la funcidn de la MYH10, por lo que actia como un mutante
con ganancia de funcion.

7. Reducir la cantidad de PKP2 usando un shRNA (equivalente a un fenotipo de
haploinsuficiencia), no afecta a la regulacion del citoesqueleto de actomiosina.

8. La oclusién estérica de la regidn interna de PKP2 expuesta en la proteina mutante

R735X, es una nueva diana terapéutica en la ACM.
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