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BASES MOLECULARES DEL ENVEJECIMIENTO




Dermopatia restrictiva (RD) — pre-ldmina A

Retraso del crecimiento intrauterino
Boca abierta

Micrognacia

Piel translucida y delgada

Lesiones esclerodermiformes
Hipoplasia pulmonar

Osteolisis de las falanges distales

SINDROMES PROGEROIDES

ZMPSTE24
Dos mutaciones nulas
OMIM 275210
[141] [142]

Sindrome de Progeria atipico (APS)

Osteoporosis

Retraso en el crecimiento LMNA
. Proptosis
*  Micrognacia c.1583C>T, p.T528M
e Apifiamiento dental and
+  Alopecia c.1619T>C, p.M540T
. Osteolisis de las falanges distales
. Osteopenia (180]
. Lipodistrofia
Sindrome de Progeria de Nestor-Guillermo (NHPS) BANF1
. Retraso en el crecimiento
‘ *  Lipoatrofia generalizada c.34G>A, p.A12T
. Piel seca atrofica con defectos de Homocigoto
‘ pigmentacionApifiamiento dental OMIM 614008

Deformaciones esqueléticas

[143] [181]

Sindrome de Hallermann-Streiff (HSS)

Braquicefalia con abombamiento frontal
Hipotricosis

Cataratas y microftalmia

Micrognacia

Anomalias dentales

Corta estatura

Gen desconocido

OMIM 234100

Hennekam R.C.M, courtesy




EL SINDROME DE PROGERIA
HUTCHINSON—GILFORD (HGPS)

Desorden genético raro (1/8 millones) originado
por una mutacion espontanea en el gen LMNA en
el cromosoma 1.

Fenotipo: baja estatura, alopecia. piel delgada con
manchas,, osteoporosis, arterosclerosis, miopia y
articulaciones rigidas.

Expectativa de vida es de 15 afos. Muerte por

accidentes cerebro vasculares e infarto al

miocardio



LA LAMINA NUCLEAR
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ORGANIZACION DE LA ENVOLTURA NUCLEAR

Citoplasma |
IR RN NN AN
Actina
Nesprina 2
Membrana Poro Nuclear
nuclear externa {
Membrana LBR

Nespr'mal WL\

? ' Emenna LAP1 (AP2B
” > ? o — '

nuclear interna ’

R e A

Laminas

Crométing SUN

Nucleoplasma

Howard J, et al. 2009, The Journal of Clinical Investigation.



A Normal

1824 C
G608G

Normal Splicing

Exon11

BASES MOLECULARES DE LA PROGERIA

B HGPS

1824 C>T
G608G

:

Mutant Splicing

. b

Exon12 I; W

150 Nucleotides

deleted
B Wild type lamin A HGPS
50 aa deletion
SLLECCLINEYIgnssprigspgnc @ ..vicgtcggpadkasasgsgagspang m
Farnesylation ‘ Farnesylation ‘
(FTase) SM (FTase) S/WM
...ggsfgdnlvtrs ,Ilgnssprtqqunt': @ ..vlcgtcggpadkasasgsgaqgspgnd
First cleavage First cleavage
(Rce1 or Zmpste24) AANAANA (Rce1 or Zmpste24) AAAAANA
Toxic [ ggsfgdnivtrsyl! rt ! lcgtcggpadkasasgsgaqspang
.V
Prolariin A ggsiganivirSylieiEsly qSPqncr/’y % gicgqgp gsgaqgspq : /y
Carboxylmethylation ‘ 0 Carboxylmethylation ‘ "0
(Icmt) SN (Icmt) SN
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HGPS Second cleavage ‘ LAZBO/ Frogerin
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PROCESAMIENTO E IMPORTE NUCLEAR DE LA
PROGERINA
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EFECTO DOMINANTE DE LA PROGERINA

Inmunofluorescencia de la
. ’ lamina A/C
Agelng mUtatlon N Scie ist Nucleo de una célula Nucleo de una célula
de un individuo sano de un paciente con
Progeriais a rare genetic condition in which children appear to age prematurely. The mutation is in the LMNA |
gene, which codes for a protein called lamin A. This acts as a scaffolding on the inner side of the cell nucleus

NORMAL CELL /7> PROGERIA CELL /

\ s \\\
/ \ P\

NUCLEUS | ) ABNORMAL NUCLEAR | /
L/ ENVELOPE T g

DNA : 2 : 3 Scaffidi P, Gordon L, Misteli T (2005)
'ﬂ"‘(ruﬂl"(hxﬂ"()'hm w7 DAV Ny AV (N VW N W LW N W0 VW L VO L Vo
LMNA GENE
FARNESYL FARNESYL
4 9
/St' . . \ / The mutation means farnesyl
' icky farnesylis > cannot be cut off lamin A, and
LAMIN A PROTEIN < - ——— .
0 added to the lamin A the protein piles up at the
protein, which helps nuclear envelope

it to reach the
nuclear lamina

NUCLEAR ENVELOPE

Farnesyl is cut off, allowing lamin A Drugs to combat progeria work by
to be incorporated into the lamina blocking the addition of farnesyl



MODELO CELULAR PARA EL
ESTUDIO DE EL HGPS

* FIBRROBLASTOS DE PIEL DE PACIENTES CON HGPS




MODELOS ANIMALES PARA EL HGPS

Wild type Zmpste24- HGPS i 50 aa
deletion
PrelaminA 44, ow \/ rdobh
—lucn —lgon Ll
Cleavage +
carboxymethylation
M TM TM
el coci, =—licocs, [==l-cocH,
Cleavage
Zmpste2d/ Accumulation |
FACE1 of farnesylated,
unprocessed lamin A
Lamin A '{OO intermediates
%
DNA
damage 3 Disorgani ed
AN lamin scaffold

Lamin scaffold

s\ Defective recruitment
1\ of DNA repair factors
| and genome instability

DNA
repair
factors

healt rogeria mouse
mou's‘z pmoguse :gglfdwllh




ALTERACIONES MOLECULARES DEL HGPS

Pre-ldamina A

farnesilada

FACE1/ZMPSTE24

No-farnesila
LAmina A

Farnesilada pre-lamina A
0 acumulacién de
Progerina en [amina

Anormalidades morfoldgicas nucleares

nuclear Mitosis/Alteracion en ciclo celular

Lamina
A menos
soluble

~
da \

Cambios epigenéticos
DNA/RNA “cambios en metabolismo”:  Anormalidadesen

otros

Replicacion DNA compartimientos
Reparacion DNA celulares
Inhibicién telomerasa Citosol, mitocondria,
mRNA transcripcién (blancos p53...), splicing RE, autofagia...
Deslocalizacion de factores de transcripcion Y en rutas de
microRNA transcripcion ‘ sefializacion

(NFkB, insulin/IGF1...)

ROS
S

VAR

Senescencia celular
Desgaste en células madre SASP

CauP. etal., 2014




“ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS PARA ALIVIAR LA PROGERIA”

DNA RNA Protein Tissue
C>T 50 aa deletion
cle4r 7 X
YARK il
"l caax
Gene correction Pre-mRNA splicing correction Progerin correction Reversal of cellular defects  Cell replacement
Zn-fingers Antisense approaches FTls Epigenetic reprogramming therapies
TALENs Small molecules Statins, bisphosphonates ~ Anti-inflammatories
CRISPR
RNA elimination Progerin function
ShRNA Resveratrol
RNase H-mediated degradation
Progerin turnover
Rapamycin

TREATMENT SPECIFICITY




“LOS ENSAYOS CLINICOS EN PACIENTES CON HGPS HAN
FRACASADO”

Droga T “

* 25 pacientes tratados * Inhibidor de la * Modesta ganancia de
con lonafarnib farnesiltransferasa. peso.
* Disminucion leve de la
rigidez arterial.
* Aumento en la esperanza
de vida de 1.6 afos.

* 45 pacientes tratadoscon ¢ Inhibidores de la * Ensayos en curso.
lonafarnib y estatina. farnesiltransferasa




“10 anos de investigacion en progeria y en
sindromes relacionados”

Physiopathology of progeria and related phenotypes (RD...)

| | I | I I I
Mutation Creation and characterization of Iiving mlce
™ models

Preclinlcal studies in vivo

First
clinical Progeria (HGPS) associated mutation
descriptions in LMNA encoding A-type lamins [141,142)
Gilford Nuclear accumulation  Splicing-directed strategy [251) iPS HGPS models [465]
of farnesylated P ) ——
rogerin rogerin accumuiation auring RO
onn prog physiological aging [152) muIIQ 9 in neural cells [286, 287)
[
1897 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013
|
HGPS-iPS cells

|
Splicing-directed strategy

proof of concept in vivo proof of concept in vivo (15

C182405T
in vitro HGPS models |
Pharmacological precllnlcal

Boston Children’s hospital Lonafarnib + ZoPRA

Lonafarnib phase |l [398] . .
| Therapeutic trials

ZoPRA (85)
Marseille Children’s Hospital ZoPRA phase Il (submitted)

FTi [396)

New therapeutic
strategies

(Cau P. etal., 2014 )



¢EXISTIE UN MECANISMO COMUN PARA LAS
ALTERACIONES MOLECULARES DE LA PROGERIA?

Acortamiento d i
c?erI er:leergso e Dafio al DNA Senescencia celular
Ru pt a a ble /®\
0 @
\ @Q @.

OOOOOO

Disfuncion mitocondrial

_ ) Estrés nucleolar
Pérdida de heterocromatina

perinuclear



* EL HALLAZGO DE UNA NUEVA PROTEINA
IMPLICADA EN EL HGPS NOS LLEVO A LA
IDENTIFICACION DE UN BLANCO TERAPEUTICO



EL B-DG UNA NUEVA PROTEINA IMPLICADA EN LA PROGERIA

Basal Lamina

| { , aminin=2
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EL f-DG COLOCALIZA E INTERACCIONA CON LA LAMINAA EN LA
ENVOLTURA NUCLEAR Y CON PROTEINAS NUCLEOLARES

-Distroglicano DAPI
IPE-DG
g WB KDa
Lamina - —64
A/C — -
T M
i Nopp140 _,| = &=
Q .
- - —50
B-DG -+ =
8 — 36
> Inp IP IgGo

Martinez-Viera et al., Biochimica et Biophysica Acta. 2013.



EL KNOCKDOWN DEL B-DG RECREA CARACTERISTICAS

RNAI

DE LA PROGERIA
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EL B-DG ESTA IMPLICADO EN EL FENOTIPO DEL
HGPS?

Citoplasma
Espaco perinuclear

Microtibulos g

Poro nuclear WissErng N2



Modelo de estudio

Fibroblastos Fibroblastos Fibroblastos
persona de paciente de paciente de

con dano
cardiovascular.




FIBROBLASTOS

HGPS

Normal

La localizacion nuclear/nucleolar del B-DG esta alterada en los

fibroblastos de individuos con progeria
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LA INHIBICION DE LA FARNESILACION DE LA PROGERINA CORRIGE LA

MORFOLOGIA NUCLEAR Y RESTAURA LA LOCALIZACON NUCLEOLAR DEL B-DG

Vehiculo

FT1 277

FIBROBLASTOS HGPS

B-DG

Lamina A/C

Merge Magnificaciéon
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FIBROBLASTOS

Normal

HGPS

AG 11498

AG 09309

AG 01972

EL EXPORTE NUCLEAR DEL B-DG ESTAALTERADO EN LAS
CELULAS HGPS?
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MECANISMO DE ACCION DE LA LEPTOMICINA B

e
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Leptomycin B




“EXPORTE NUCLEAR DE PROTEINAS MEDIADO
POR CRM1”
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LA INHIBICION DEL EXPORTE NUCLEAR RESTAURA LA LOCALIZACION
NUCLEOLAR DEL B-Di3 Y ALIV |A EL ES TRESS NUCLEOLAR

lam L
B B2 - Maanificatio

HGPS 1
Leptomycin B Vehicule
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LA HIPERACTIVIDAD DE LA EXPORTINA CRM1 SE DEBE A SU SOBREEXPRESION
EN LAS CELULAS HGPS

Localizacion subcelular de la exportina CRM1

CRM1 Merle/DAP Max Pr0|eccc'>n Magnificacion

Niveles proteicos de la exportina CRM1

Normales

CRM! ‘&“

Acting  [ISEEE_G— —

2.5 | ok

2.0

HGPS 11498 HGPS 01972

1.51 I

1.0

0.5+

34 1 * 1

Niveles relativos de CRM1

0.0

Normales HGPS 01972HGPS 11498

Niveles relativos de RNAm

Control HGPS 1 HGPS 2



LA SOBRE-EXPRESION DE LA PROGERINA RECREA LA ALTERACION DEL EXPORTE NUCLEAR EN LAS CELULAS Hela @

GFP-

GFP-

% Células con localizacién

Progerin Lamin A

Progerin

nucleolar

Hela

100 A

80 1

)]
o
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GFP-Lamina A

GFP-Progerina

B23

n=250
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™
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- Y

1501

100+

o
o
1
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GFP-Lamina A/C

GFP-Progerina

Cinvestav

**P=0.005
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LA SOBRE-EXPRESION DE LA PROGERINA INCREMENTA LOS NIVELES DE LA EXPORTINA CRM1
EN LAS CELULAS Hela

CRM1

B-DG

B23

Calnexina

GFP-

LamA

PROG

Relative protein expression

* %k *x

* % %

~

CRM1 B-DG

B23



TRANSPORTE NUCLEAR EXACERBADO

Transport

ansport
[Foxo) [Foxo|
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EL EXPORTE NUCLEAR EXACERBADO
OCASIONA LA DISMNUCION DE LOS NIVELES
NUCLEARES DE DIVERSAS PROTEINAS EN LAS
LAS CELULAS HGPS

VeXahitlo Lepeptuninzriz B

STAT o2

Rodriguez - Pérez



Consecuencias moleculares asociadas con la inhibicion de CRM1

Acumulacion Nuclear
p53

B23

ATF2

m-TOR

Efecto bioldgico

Restauracion de p53 nuclear,
respuesta al estrés mediada
por p53, inhibicion de la
ruta de m-TOR, prevencion
de hipertrofia celular vy
morfologia senescente.

Se previene su interaccion
con proteinas pro-

apoptdticas, cuya

interaccion se lleva cabo por
medio de la presencia de
B23 en citoplasma, lo cual
promueve apoptosis.

Participacion en el
reclutamiento de proteinas
relevantes en la reparacion
del dafio al DNA. Se previene
disfuncidon mitocondrial.

Biogénesis mitocondrial vy
autofagia.

Referencias

Zoya N. et al., 2010; Giorgi C.
et al., 2016.

Thompson J. et al., 2008;
Kerr L. et al, 2007
Khandelwal N. Et al., 2011.

Bhoumik A. et al., 2005; Lau
E.etal., 2012.

Giorgi C. et al., 2016.



Inmunofluorescencia @

Fibroblastos Cinvestav

Proyeccion
maxima

DAPI

Control

p53
b .

HGPS2
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Inmunofluorescencia @

Fibroblastos Cinvestav

ATF2 DAPI MERGE

AG09309

HGPS1

HGPS2




“POTENCIAL TERAPEUTICO DE LA MODULACION DEL EXPORTE
NUCLEAR”

Acortamiento de Dafio al DNA Senescencia
Double-strand 3
telomeros - bresks (058) c; © 6
Proteinas implicadas en e <.
Exporte nuclear /7 \ / \
TOPO2A e ® B »
TOeqaB AYAYAYA
TERT sy =
Proteinas implicadas en *  ACD/TPP1 ceccozZocoD
Exporte nuclear Proteinas implicadas en
* TERT Exporte nuclear
*  ACD/TPP1 * B3
*  TERT
y FER R « TOPO2A
(S : — *«  TOPO2B

Pérdida de heterocromatina

perinuclear
b B e

Disfuncion mitocondrial Estrés nucleolar

Proteinas implicadas en

Exporte nuclear Proteinas implicadas en Proteinas implicadas en
053 Exporte nuclear Exporte nuclear
ATE-2 +  B23 *  SIRT2

STK4



TRANSPORTE NUCLEAR EXACERBADO

Transport
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“Inhibidores selectivos del exporte nuclear (SINEs)”

KPT-185

KPT-185




EVALUACION PRECLINICA DE LA TERAPIA MOLECULAR BASADA EN LA
MODULACION DEL EXPORTE NUCLEAR

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

pin', B 8 /Anélisis del fenotipo\
' > 3 _ celular

o Reparacion del DNA

o Longitud de
Fibroblastos Primarios telomeros

de Pacientes con HGPS /’7 o Estrés nucleolar
7 Tratamiento con o Senescencia celular

KPT-330 ( Funcion mitocondriy

/Anélisis del fenotib

fisiolégico del ratén
progeroide

Fibroblastos Primarios
del Ratéon progeroide

f h ]u o Densidad osea

e ® [ o Cantidad de grasa
11l
A\

: M#{ " subcutanea
”’J - N‘*“-‘ I > |:> o Daro cardiovascular
Raton Administracién o Tamafioy peso
progeroide oral de KPT-330 \ o BUENEIEE

Figura 4. Estrategia experimental para la evaluacion preclinica de la terapia molecular emergente
contra el HGPS. Se utilizara el inhibidor del exporte nuclear denominado selinexor (KPT-330), para
revertir el fenotipo celular del HGPS en cultivos primarios de fibroblastos de pacientes y del ratén
progeroide, y el fenotipo fisioldgico del ratén progeroide.
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RELEVANCIA FISIOLOGICA DEL EXPORTE NUCLEAR
EXACERBADO

Normal cell

-catenin
Galectin-3



Gene therapy

LMNA gene

3G

¢ 3

!

Gene therapy by gene editing

=>»Adenoviruses (Liu G et al, 2011)

CRISPR/Cas9

”

<> New promising technologies:

Pharmacology

Defective maturation
of Progerin

process

Pharmacological modulation of prenylation

=> FTis (Toth et al, 2005)
=> Zoledronate and Statin (Varela et al, 2008)

et al,2011)

Pharmacological modulation of progerin content
=>»Morpholinos targetting splicing sites (Osorio

=> Retinoids (Kubben et al, 2015)
=» Rapamycin (Cao et al, 2011)
=> Sulforaphan (Gabriel et al, 2014)

Phenotypical correction

2

Proliferation
senescence

T
e -
.i N .
Y
) | ™
3 e
Beta Galactosidase

Nuclear shape

abnormalities

Correction of pathological defects in HGPS cells
=>»Remodelin (Larrieu et al, 2014)
=>Resveratrol (Liu et al, 2012)

=>»N-acetyl cysteine (Richards SA et al 2011)

DNA repair

Stem cell decline

~ ———

AT
S A
. v -r‘
Ao TN
L aipacthay
(And others ..)

Lo Ciero A. v Nissan X. 2015
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LA SENESCENCIA CELULAR Y EL SINDROME DE PROGERIA

Senalizacion
Daiio al DNA senescente

p19

l

. MDM2 _“Tp53 —> p21

_—
CDK4/CICLINA D
p16 { cok2/cICLINAE

MDM2 (de sus siglas en inglés "murine doble minute 2")
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“Biosintesis de isoprenoides”

Glycolysis _ ) )
Isoleucine » Acetyl-CoA + aceto-acetyl-CoA

HMG-CoA
Statin —| HMG-CoA reductgse
Mevalonate
=
 / Dolichols — N-glycosylation of proteins (ER)
Glycolysis——»|sopentenyl-PP ~a
SelenoCysteine-tRNA Mitochondrial
Geranyl-PP Coenzyme Q10
. . | Carotenoids (Isoprenoid side chains)
Aminobisphosphonate —] Famesyi-PP synthase -
Heme /Vltamm K
Squeilened FarnesyI-PP/' P Geranyl-geranyl-PP
| |
i Farnesyl transferase | FTI | ffgfggome Geranyl-geranyl transferase F— GGTI
Cholesterol ¢ \ *
~ 300 protein Farnesylation (C15) Geranyl-geranylation (C20)
prenylation prelamin A, progerin, B-type lamins, GTPases : CDC42, Rac ...
CENP-E &F, GTPases Ras, Rheb ... Ras, progerin, prelamin A

CauP. etal., 2014



Biogénesis de los ribosomas
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Fibroblastos

Cinvestav
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Inmunofluorescencia

LAMINA A

AG09309

Fibroblastos @

Cinvestav

CRM1 Proyeccion maxima DAPI

AG01972

AG11498




MARCAS DISTINTIVAS DE LAS CELULAS DE
PROGERIA

Inmunofluorescencia de la lamina A/C Control Celula HGPS HGPS + FTI
Nucleo de una célula de un Nucleo de una célula de un
individuo sano paciente con progeria

1NN

Scaffidi P, Gordon L, Misteli T (2005)



“Biosintesis y maduracion de lamina A, Cy Progerina”

Silvestre LMNA HGPS LMNA
FACElZMPSIE24 Pre-mRNA CA824C>T  FACE TNy TR
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Maduracion post- traducuonal Maduracion post-traduccional bloqueada
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(L o LT NIV TR Y No rALENVLANIFS I E£L4
cleavage site)
NI NI T O R A~
7 . Ve - | IR Py DI By o P,
Lamina C Lamina A

Progerina farnesnlada

CauP. etal., 2014



LA SOBRE-EXPRESION DE LA PROGERINA RECREA LA ALTERACION DEL
EXPORTE NUCELAR EN LAS CELULAS Hela

DAPI Merge/no DAPI Magnificacion

Vector vacio

Lamina A

|
nucleolar del 3-DG (%)

Células con

Progerina

Progerina-GFP

s
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Dermopatia restrictiva (RD) — pre-ldmina A

Retraso del crecimiento intrauterino

Boca abierta

Micrognacia

Piel translucida y delgada
Lesiones esclerodermiformes
Hipoplasia pulmonar

Osteolisis de las falanges distales

ZMPSTE24
Dos mutaciones nulas
OMIM 275210
[141] [142]

Sindrome de Progeri

a atipico (APS)

Osteoporosis

Retraso en el crecimiento LMNA
. Proptosis
*  Micrognacia c.1583C>T, p.T528M
«  Apifiamiento dental and
+  Alopecia c.1619T>C, p.M540T
. Osteolisis de las falanges distales
. Osteopenia (180]
. Lipodistrofia
Sindrome de Progeria de Nestor-Guillermo (NHPS) BANF1
. Retraso en el crecimiento
‘ *  Lipoatrofia generalizada c.34G>A, p.A12T
. Piel seca atrofica con defectos de Homocigoto
‘ pigmentacidnApifiamiento dental OMIM 614008

Deformaciones esqueléticas

[143] [181]

Sindrome de Hallermann-Streiff (HSS)

Braquicefalia con abombamiento frontal

Hipotricosis

Cataratas y microftalmia
Micrognacia

Anomalias dentales
Corta estatura

Gen desconocido

OMIM 234100

Hennekam R.C.M, courtesy




LAMINOPATIAS

PRIMARIAS

N

, »  Progeria Hutchinson Gilford (HGPS)
SINDROMES

LAMINOPATIAS - PROGEROIDES » Displasia Mandibuloacral (MAD)

/ » Dermopatia Restrictiva (RD)(ZMPSTE24)

— SECUNDARIAS




