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Línea celular neural inducible de deficiencia de frataxina 

La presente invención se refiere a una línea celular de origen neural y capaz de 

diferenciarse a células neuronales, en la que se puede inducir la deficiencia de 

frataxina. La presente invención se refiere también al uso de dicha línea celular 

como modelo de la enfermedad de la ataxia de Friedreich para ensayos de alto 

rendimiento de búsqueda de moléculas con potencial terapéutico en el 

tratamiento de esta enfermedad. 

ESTADO DE LA TÉCNICA ANTERIOR 

La ataxia de Friedreich (AF) es la ataxia hereditaria más frecuente, con una 

prevalencia en España de casi 5 enfermos por cada 1 00.000 habitantes. Desde 

el punto de vista genético, la ataxia de Friedreich es una enfermedad 

autosómica recesiva causada por mutaciones en el gen Fxn (localizado en el 

cromosoma 9q13). Este gen codifica para una proteína denominada frataxina, 

cuya localización y función ocurre en la mitocondria (Campuzano et al. 1996. 

Science 5254; 1423-1427). 

La mutación mayoritariamente responsable de la AF consiste en una expansión 

de un trinucleótido GAA repetido, localizada en el primer intrón del gen de la 

frataxina. Dicha expansión tiene un efecto inhibidor de la transcripción del gen, 

por lo que conlleva una reducción de la expresión de la frataxina (Sakamoto et 

al. 1999. Molecular Cell 3; 465-475). 

Tanto la edad de la aparición de la enfermedad como la severidad de la misma 

están inversamente correlacionadas con la longitud de la expansión de tripletes 

GAA. A mayor longitud de expansión se observa un nivel celular menor de 

frataxina, y la enfermedad es más severa y de inicio más temprano. Así pues, 

la deficiencia de frataxina parece ser la responsable del proceso degenerativo 

que caracteriza la AF. La mayoría de los pacientes presentan niveles de 

frataxina en torno al 5-10% de los niveles normales. Los pacientes con las 
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formas de AF de inicio más tardío y afectación menos drástica tienen niveles de 

frataxina en torno al 20-25% de los niveles normales. Las personas portadoras 

presentan unos niveles de frataxina en torno al 55-60% de los niveles normales 

y no manifiestan ningún signo clínico de la enfermedad (Pianese et al. 2004. 

Journal of neurology, neurosurgery and psychiatry 75; 1061-1 063) 

El proceso neurodegenerativo típico de la AF afecta preferentemente a algunos 

tipos de neuronas en los ganglios espinales dorsales, en la médula espinal, en 

el tronco del encéfalo y en el cerebelo. Las regiones más afectadas son la 

médula espinal (fundamentalmente los tractos espinocerebelosos, las 

columnas posteriores y las raíces dorsales) y el núcleo dentado del cerebelo. 

La manifestación extraneu rológica más importante es la cardiomiopatía 

hipertrófica, presente en entre el 70 y el 90 % de los pacientes. Además, entre 

el 1 O y el 30% de los enfermos de AF desarrollan diabetes mellitus (Palau, F. 

2001. lnternational Journal of Molecular Medicine 7; 581-589). 

Se han utilizado diferentes modelos experimentales para avanzar en la 

comprensión de la función biológica de la frataxina, así como para entender los 

mecanismos moleculares patogénicos implicados en la enfermedad. Como 

modelos celulares, se han utilizado tanto cultivos primarios de fibroblastos 

(Calmels et al. 2009. PloS one 4; e6379) o de linfoblastos (Pastare et al. 2003. 

The Journal of biological chemistry 278; 42588-42595) de pacientes con AF, 

como líneas celulares establecidas en las que se ha inducido una deficiencia 

de frataxina mediante distintos procedimientos, incluyendo ribozimas 

específicos o ARN de interferencia. 

Curiosamente, apenas se han utilizado modelos celulares neuronales de 

deficiencia de frataxina, a pesar del hecho de que la AF es una enfermedad 

fundamentalmente neurodegenerativa. Lu y colaboradores han estudiado el 

efecto de la reducción en los niveles de frataxina (mediante la transfección de 

ARN de interferencia) en varias líneas celulares neurales, algunas neuronales, 

otras oligodendrogliales y otras de células de Schwann (Lu et al. 2009. 
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Biochimica et Biophysica Acta 1972; 1052-1061 ). Sin embargo, Lu y 

colaboradores se han centrado en el efecto de la deficiencia de frataxina en las 

líneas de células de Schwann, y no han estudiado en profundidad el 

mecanismo de neurodegeneración en líneas neuronales. Más aún, no han 

encontrado coherencia en los resultados de viabilidad en las distintas líneas 

neuronales estudiadas. 

El desarrollo de modelos celulares neuronales de deficiencia de frataxina es 

actualmente una necesidad para el descubrimiento de sustancias terapéuticas 

dirigidas a retrasar o inhibir el proceso neurodegenerativo característico de la 

enfermedad. 

Otra dificultad asociada al manejo de los modelos celulares de deficiencia de 

frataxina proviene del hecho de que dicha deficiencia provoca una disminución 

de la proliferación celular. Así pues, existe una fuerte presión selectiva en 

contra de las células deficientes de frataxina. Como consecuencia de ello, se 

ha descrito que las líneas celulares de fibroblastos van incrementado el nivel de 

frataxina con los pases sucesivos. La única manera de solventar este 

problema, que es inherente al déficit proliferativo de las células deficientes de 

frataxina, es el desarrollo de modelos celulares en los que sea posible inducir la 

deficiencia de frataxina. 

En resumen, es preciso solventar las dos carencias principales en el ámbito de 

los modelos celulares de deficiencia de frataxina: la ausencia de modelos 

celulares neuronales y la posibilidad de inducir la deficiencia de frataxina. 

Los autores de la presente invención han desarrollado líneas celulares 

establecidas a partir de células de linaje neural que tienen la capacidad de 

diferenciarse a neuronas y en las que es posible inducir el silenciamiento de la 

expresión del gen de frataxina. 
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DESCRIPCIÓN DE LA INVENCIÓN 

La presente invención proporciona un nuevo modelo celular de la ataxia de 

Friedreich (AF), constituido por una célula, línea o población celular de origen 

neural capaz de diferenciarse a células neuronales y en la que se puede inducir 

la deficiencia de frataxina (Fxn). La ventaja principal de que la deficiencia de 

frataxina pueda inducirse en la célula de la invención es que se puede controlar 

temporalmente la expresión de la frataxina. Así, se puede mantener a la célula 

en proliferación o bien diferenciarla a neuronas, sin que se vea afectada su 

viabilidad por la ausencia de frataxina, y activar la deficiencia de frataxina en el 

momento deseado para provocar la neurodegeneración. 

Concretamente, la presente invención muestra la obtención de líneas clonales 

estables de células de neuroblastoma humano SH-SY5Y capaces de 

diferenciarse a células neuronales y en las que es posible la inducción de la 

deficiencia de frataxina mediante la adición de un análogo de tetraciclina, como 

la doxiciclina, al medio de cultivo. 

Las líneas clonales inducibles obtenidas a partir de la transducción del 

neuroblastoma humano SH-SY5Y con un vector lentiviral inducible por 

doxiciclina, pueden diferenciarse a células neuronales en las que es posible 

inducir una deficiencia de frataxina, lo que dispara un proceso 

neurodegenerativo. Estas líneas permiten estudiar las bases moleculares de 

dicho proceso neurodegenerativo, así como ensayar el efecto de potenciales 

sustancias terapéuticas que puedan detener o retrasar dicho proceso 

neurodegenerativo. 

El término "modelo celular", tal y como se emplea en la presente descripción, 

se refiere a un cultivo celular en el que se reproducen los fenómenos 

característicos de una enfermedad o condición, en este caso, la AF. En 

particular, la característica de la AF que reproduce el modelo celular de la 

invención es que presenta bajos niveles de expresión de la proteína frataxina. 
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Por tanto, un primer aspecto de la invención se refiere a una célula neural (en 

adelante llamada célula de la invención) que comprende un vector de expresión 

de un ARN de interferencia de la frataxina, controlado por un operador 

inducible. 

El término "neural", tal y como se emplea en la presente descripción, se refiere 

al origen del tejido del que procede la célula o línea celular. El origen neural se 

refiere a un tejido del sistema nervioso. A nivel celular, el término neural hace 

referencia a los tres linajes o tipos celulares que incluyen las neuronas, los 

astrocitos y los oligodendrocitos. 

El término "vector", tal y como se emplea en la presente descripción, se refiere 

a una construcción génica o secuencia de ADN o ARN que contiene una serie 

de elementos funcionales, que incluyen secuencias de control, tales como, por 

ejemplo, elementos de control de la traducción (como códigos de iniciación y de 

parada) y de la transcripción (por ejemplo, regiones de promotor-operador, 

sitios de unión de factores de transcripción o elementos reguladores). El vector 

puede incluir plásmidos bacterianos, vectores virales y otros vectores bien 

conocidos y documentados en el estado de la técnica. Se conoce, así mismo, 

una variedad de técnicas que pueden utilizarse para introducir tales vectores en 

células procarióticas o eucarióticas (células hospedadoras) para su expresión. 

Técnicas adecuadas de transformación o transfección están bien descritas en 

el estado de la técnica. Un "vector" es un replicón al que se ha unido otro 

segmento polinucleótido, para realizar la replicación y/o expresión del 

segmento unido. Un "replicón" es cualquier elemento genético que se comporta 

como una unidad autónoma de replicación génica dentro de una célula; esto 

es, capaz de replicarse bajo su propio control. El término "secuencia de control" 

se refiere a secuencias de nucleótidos que son necesarias para efectuar la 

expresión de las secuencias codificadoras a las que están ligadas. La 

naturaleza de dichas secuencias de control difiere dependiendo del organismo 

huésped; en procariotas, dichas secuencias de control generalmente incluyen 

un promotor, un sitio de unión ribosomal, y señales de terminación; en 
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eucariotas, generalmente, dichas secuencias de control incluyen promotores, 

señales de terminación, intensificadores y, en ocasiones, silenciadores. Se 

pretende que el término "secuencias de control" incluya, como mínimo, todos 

los componentes cuya presencia es necesaria para la expresión, y también 

puede incluir componentes adicionales cuya presencia sea ventajosa. 

El término "inducible", tal y como se emplea en la presente descripción, se 

refiere a la posibilidad de controlar la expresión de una secuencia 

polinucleotídica en el tiempo, y hace referencia a la presencia de un elemento 

de control. Dicho elemento de control permite activar o desactivar la expresión 

mediante, por ejemplo, la adición de una sustancia al medio de cultivo. 

El término "deficiencia", tal y como se emplea en la presente descripción, se 

refiere a la disminución de los niveles de la proteína frataxina o a su ausencia, 

con respecto a los niveles de una célula o situación control. 

La frataxina es la proteína codificada por el gen de la frataxina (Fxn) localizado 

en el cromosoma 9q13. 

Preferiblemente, la célula neural de la invención es capaz de diferenciarse a 

neuronas. 

Preferiblemente, el vector inducible comprende la secuencia de ARN de 

interferencia de la frataxina SEO ID NO: 1. El término "ARN de interferencia" tal 

y como se emplea en la presente descripción, se refiere a secuencias de ARN 

que interfieren en la expresión de otras secuencias. Se han descrito hasta la 

fecha distintos tipos de ARN de interferencia o ARN interferente, que son 

generalmente pequeñas secuencias de entre 20-25 nucleótidos, entre los que 

se encuentran los ARN interferentes pequeños (siRNA de "sma/1 ínterferíng 

RNA"), los ARN de horquilla pequeña (shRNA de "short haírpín RNA") y los 

micro ARN (miRNA de "micro RNA"). 
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Preferiblemente, el vector inducible es un vector lentiviral. El término "lentiviral", 

tal y como se emplea en la presente descripción, se refiere al origen de algunos 

de los elementos del vector, cuyo origen es un genoma de un lentivirus. Los 

lentivirus son virus cuyo genoma es de ARN, que se retro-transcribe 

transitoriamente a ADN para integrarse en el genoma de 1 a cé 1 u 1 a 

hospedadora, gracias a las secuencias LTR (del inglés "Long Terminal 

Repeats") por un mecanismo bien conocido y descrito en el estado de la 

técnica. 

Preferiblemente, el vector inducible comprende el módulo TetO. 

Preferiblemente, el vector inducible comprende la secuencia de nucleótidos que 

codifica para la proteína de fusión formada por TetR y el dominio KRAB (del 

inglés "Krüppel-associated box', es un dominio de tipo dedo de zinc, del inglés 

"Zinc fingef'). El término "módulo TetO", (de "Operador Tet"), también conocido 

como TRE (del inglés "Tetracycline-responsive Elemenf') se refiere a la 

secuencia de nucleótidos del operador Tet, a la que se une la proteína TetR o 

represor Teten ausencia de tetraciclina o un análogo de la misma, como por 

ejemplo la doxiciclina. Cuando no está presente la tetraciclina o un análogo, la 

proteína de fusión TetR-KRAB está unida a TetO de forma que altera la 

estructura de la cromatina e impide la expresión de las secuencias de 

nucleótidos que se encuentran en las proximidades de dicho operador. En 

presencia de tetraciclina o un análogo, TetR-KRAB se libera, permitiendo así la 

transcripción de dichas secuencias. 

Preferiblemente, el vector inducible comprende una secuencia que codifica 

para un marcador. Más preferiblemente, el marcador es la proteína verde 

fluorescente (GFP). El término "marcador", tal y como se emplea en la presente 

descripción, se refiere a una proteína que permite su fácil detección y/o 

cuantificación, en la célula, el tejido o el organismo en la que se expresa, como 

puede ser una proteína autofluorescente o una enzima que, en presencia de su 

sustrato, genera un producto coloreado, como la beta-galactosidasa. Se han 

descrito multitud de proteínas fluorescentes de diferentes colores, según la 
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longitud de onda de la luz que emitan. La proteína verde fluorescente (GFP) 

tiene 238 aminoácidos y emite luz verde (su pico máximo de emisión es de 509 

nm) cuando recibe luz azul (su pico máximo de excitación es de 395 nm). 

Preferiblemente, el vector inducible es SEO ID NO: 2. 

Un segundo aspecto de la invención se refiere a una línea celular que 

comprende la célula de la invención. El término "línea celular", tal y como se 

emplea en la presente descripción, se refiere al cultivo de una célula capaz de 

dividirse ilimitadamente en el tiempo, sin sufrir envejecimiento o senescencia. 

Las líneas celulares son una herramienta útil y de uso frecuente en la 

búsqueda de nuevos fármacos. Las líneas celulares se obtienen de forma 

espontánea o artificial a partir de cultivos celulares primarios. Estas células 

pueden proliferar indefinidamente y se usan frecuentemente como modelos 

para el estudio de las células de las que proceden. 

Preferiblemente, la línea celular neural de la invención es una línea neuronal. El 

término "neuronal", tal y como se emplea en la presente descripción, se refiere 

a una línea celular que se diferencia a neuronas. 

Preferiblemente, la línea celular neural de la invención es la línea de 

neuroblastoma humano SH-SY5Y. Esta línea celular se obtuvo tras tres 

clonaciones consecutivas a partir de las células extraídas de un aspirado de 

médula ósea donde había células metastásicas de un neuroblastoma. Esta 

línea celular puede mantenerse en condiciones proliferativas en presencia de 

FBS (suero fetal bovino) o puede diferenciarse a neuronas en un medio de 

cultivo neuronal definido, sin FBS, con BDNF (factor neurotrófico derivado del 

cerebro, del inglés "Braín-deríved Neurotrophíc Factor') y con dbAMPc (dibutiril 

adenosín monofosfato cíclico). 

Un tercer aspecto de la invención se refiere a una población celular que 

comprende la célula o la línea celular de la invención. 

P201030830 
31-05-2010

 

PC054
Nota adhesiva
None definida por PC054

PC054
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC054

PC054
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC054

PC054
Nota adhesiva
None definida por PC054

PC054
Nota adhesiva
MigrationNone definida por PC054

PC054
Nota adhesiva
Unmarked definida por PC054

mborlafg
Texto escrito a máquina
9

mborlafg
Texto escrito a máquina



5 

10 

15 

20 

25 

30 

La presente invención se refiere también al uso de la célula de la invención 

como modelo de la enfermedad de la AF para ensayos de alto rendimiento de 

búsqueda de moléculas con potencial terapéutico en el tratamiento de esta 

enfermedad. 

Por tanto, un cuarto aspecto de la invención se refiere a un uso del modelo 

celular de la invención para la identificación de moléculas con potencial 

terapéutico para el tratamiento de la AF. Preferiblemente, dicho uso tiene como 

objetivo la criba de librerías de moléculas. 

El término "potencial terapéutico", tal y como se emplea en la presente 

descripción, se refiere a la posibilidad de que una molécula tenga utilidad en el 

tratamiento de una enfermedad o condición, provocando una mejora de los 

síntomas asociados a la misma, cuando es administrada. 

El término "criba", tal y como se emplea en la presente descripción, se refiere al 

concepto expresado en inglés con la palabra "screeníng'' que, en este caso 

particular, se refiere a analizar un elevado número de compuestos o moléculas 

en un ensayo que permita discriminar y seleccionar aquellos que presenten el 

efecto deseado. 

El término "librería de moléculas", tal y como se emplea en la presente 

descripción, se refiere a un conjunto de moléculas con un origen común 

(vegetal, de organismos marinos, sintéticos, etc.) que se generan para su 

estudio en ensayos de alto rendimiento de búsqueda de fármacos y 

compuestos activos. 

Un quinto aspecto de la invención se refiere a un método (en adelante, método 

de la invención) de búsqueda e identificación de sustancias potencialmente 

útiles en el tratamiento de la AF que comprende: 

a) cultivar la célula de la invención, 

b) inducir la deficiencia de frataxina en la célula de (a), 
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e) poner en contacto la célula neural obtenida en (b) y/o la célula 

neural del paso (a) con la sustancia a ensayar, y 

d) cuantificar la supervivencia de la célula neural de paso (e). 

En el paso (e) del método de la invención se puede poner en contacto la 

sustancia a ensayar con la célula neural de la invención antes o después de 

inducir la deficiencia de frataxina. De esta forma, la célula neural sin deficiencia 

de frataxina (célula neural del paso (a)), serviría como control, ya que será una 

célula que no sufra neurodegeneración por carecer de esta proteína. 

La expresión "cuantificar la supervivencia", tal y como se emplea en la presente 

descripción, se refiere a la medida de la proporción de las células del cultivo 

que sobreviven tras la inducción de la deficiencia de frataxina. Existen multitud 

de técnicas para cuantificar la supervivencia celular, entre las que se 

encuentran ensayos calorimétricos o fluorimétricos asociados a la actividad de 

enzimas mitocondriales, o a la de enzimas citoplasmáticas. El estudio de la 

supervivencia al que se hace referencia en el paso (d) del método de la 

invención puede ser llevado a cabo por cualquier técnica conocida hasta la 

fecha. 

A lo largo de la descripción y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus 

variantes no pretenden excluir otras características técnicas, aditivos, 

componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas 

y características de la invención se desprenderán en parte de la descripción y 

en parte de la práctica de la invención. Los siguientes ejemplos y dibujos se 

proporcionan a modo de ilustración, y no se pretende que sean limitativos de la 

presente invención. 

DESCRIPCIÓN DE LAS FIGURAS 

Figura. 1. Muestra el esquema del vector lentiviral condicional que se integra 

en la célula neural y permite inducir la expresión de un ARN de interferencia de 
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la frataxina, y por tanto la deficiencia de esta proteína en dicha célula, cuando 

se añade al medio de cultivo la tetraciclina o un análogo como la doxiciclina. 

Figura. 2. Muestra cómo los niveles de expresión de frataxina (Fxn) 

disminuyen en respuesta a las dosis crecientes de doxiciclina. Muestra los 

niveles de expresión de frataxina analizados por inmunoblot en muestras de 

células SH-SY5Y en proliferación y en diferenciación, y su representación 

gráfica. Los niveles de expresión de ~-actina se utilizaron como control. 

Figura. 3. Muestra unas fotografías tomadas al microscopio óptico de las 

células SH-SY5Y en proliferación (A) y en diferenciación tras 5 días en medio 

con 5%FBS + 1 O IJM ácido retinoico y 2 días en Neurobasal con 827 + BDNF + 

dbAMPc (8). 

Figura. 4. Muestra la disminución de la viabilidad de los cultivos de células SH-

SY5Y en proliferación cuando se reducen los niveles de frataxina al administrar 

dosis crecientes de doxiciclina. 

Figura. 5. Muestra la disminución de la viabilidad de los cultivos de células SH-

SY5Y en diferenciación cuando se reducen los niveles de frataxi na al 

administrar dosis crecientes de doxiciclina. 

Figura 6. Muestra los niveles de frataxina, caspasa 3 activada y GFP en 

células SH-SY5Y en diferenciación durante 3 ó 4 días, al administrar dosis 

crecientes de doxiciclina. 

EJEMPLOS 

La presente invención se ilustra adicionalmente mediante los siguientes 

ejemplos, los cuales no pretenden ser limitativos de su alcance. 
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EJEMPLO 1: Construcción del vector inducible. 

La construcción del vector inducible se realizó tomando como base un vector 

de silenciamiento para la proteína frataxina, pLK0.1 shRNA37 (Sigma), del que 

previamente se había comprobado que silenciaba la expresión de dicha 

proteína de una manera eficaz en células neuronales. 

Para convertir este vector (no inducible) en un vector inducible, le añadimos los 

elementos genéticos necesarios para regular el silenciamiento de la expresión 

de frataxina. De forma resumida, los elementos que se añadieron fueron: la 

construcción bicistrónica GFP-tTRKRAB y el elemento tetO (Figura 1 ). 

La construcción bicistrónica GFP-tTRKRAB se obtuvo a partir del vector 

pLVPT-tTRKRAB (Trono Lab), tras digestión con Clai/Mscl. Este fragmento fue 

clonado en pBiuescript en Clai/EcoRV para así obtener pBS-GFP-KRAB. De 

aquí se sacó con BamHI para introducirlo en pLK0.1 shRNA37 en el único sitio 

BamHI existente. La correcta orientación del inserto se comprobó mediante 

digestión con la enzima de restricción Kpnl, que producía fragmentos de 

tamaño diferente según la dirección en que hubiera entrado dicho inserto. 

El operador tetO fue obtenido del vector pLVTHM (Trono Lab) tras digestión 

con BamHI/EcoRI para introducirlo en el vector pBiuescript. Tras varios 

procesos de digestión y reintroducción del fragmento en pBiuescript para 

conseguir a ambos lados del inserto la diana de la enzima Clal, el inserto se 

digirió con dicha enzima y se clonó en pLK0.1 +GFPKRAB en el único sitio Clal 

del vector, situado antes de la secuencia de ARN de interferencia. 

EJEMPLO 2: Producción de sobrenadantes y transducción de la línea 

celular SH-SYSY con el vector inducible. 

La producción de partículas lentivirales conteniendo el vector inducible se 

realizó mediante transfección con Lipofectamina (lnvitrogen) en células 293T. 
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El título de los sobrenadantes obtenidos se determinó mediante citometría de 

flujo obteniéndose títulos de los sobrenadantes del orden de 106 unidades de 

transducción/ml. Los vectores lentivirales obtenidos se utilizaron de nuevo para 

transducir células 293T con el fin de comprobar si la construcción inducible 

funcionaba correctamente, inhibiendo la expresión de la frataxina. Además, se 

determinó el rango de doxiciclina necesario para conseguir la expresión del 

ARN de interferencia y silenciar la expresión de la frataxina. 

El vector inducible lleva un transgén de la proteína fluorescente verde (GFP, 

del inglés "green fluorescent proteín"), por lo que, para determinar la medida en 

que la doxiciclina regulaba la expresión del vector inducible, monitorizamos la 

expresión de la GFP mediante citometría de flujo. 

EJEMPO 3: Obtención y caracterización de la línea celular inducible. 

La obtención de los clones inducibles se realizó mediante la transducción con 

partículas lentivirales conteniendo el vector inducible sobre la línea celular SH-

SY5Y de neuroblastoma humano. Estas células son de linaje neural y tienen la 

capacidad de diferenciarse a células neuronales. Dado que el vector inducible 

no lleva ningún marcador de selección, se utilizó la técnica de la dilución límite 

para obtener los distintos clones. Para favorecer el crecimiento de las células a 

dicha dilución límite, el cultivo se realizó utilizando medio condicionado 

obtenido a partir de cultivos de células SH-SY5Y a alta densidad. 

De los clones obtenidos, se seleccionaron aquellos que cumpliesen con los 

dos requisitos siguientes: 

-que respondieran a la inducción del silenciamiento de la expresión de 

frataxina con la adición de doxiciclina, y 

-que tuvieran la capacidad de diferenciación neuronal. 

La determinación de la concentración de doxiciclina capaz de producir un 

silenciamiento suficiente en la expresión de la frataxina se realizó midiendo la 
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expresión de frataxina por inmunoblot, en respuesta a concentraciones 

crecientes de doxiciclina que oscilaron entre O, 1 y 5 ~g/ml. Los resultados 

indican que concentraciones crecientes de la droga inducen un silenciamiento 

proporcional de la frataxina y, por lo tanto, una disminución en los niveles de la 

proteína frataxina, todo ello apuntando a que existe una respuesta dependiente 

de la dosis. Estos experimentos se realizaron tanto en células en proliferación 

como en células diferenciadas a neuronas, obteniéndose en ambas los mismos 

resultados (Figura 2). 

EJEMPLO 4: Diferenciación neuronal de la línea celular inducible. 

La diferenciación de las células SH-SY5Y a células similares a neuronas 

humanas en cultivo se realizó siguiendo un protocolo optimizado previamente 

en el laboratorio: las células de neuroblastoma humano SH-SY5Y se 

sembraron en placas o cubres previamente recubiertos con MatrigeiTM (BD 

Biosciences) diluido 1 :50 en DMEM (medio de cultivo conocido como 

"Oulbecco's Modífíed Eagle Medíum"). Al día siguiente, se cambió el medio a 

DMEM suplementado con FBS (suero fetal bovino) al 5%, L-glutamina 2 mM, 

ácido retinoico 1 O ~M y mezcla de antibióticos (estreptomicina-penicilina). Las 

células se mantuvieron en este medio durante 5 días, reemplazándolo por 

medio fresco cada 2 días. A continuación, se cambió el medio por un medio 

definido consistente en Neurobasal suplementado con B-27 (ambos de 

lnvitrogen), KCI 20 mM, GlutaMaxl 2 mM (lnvitrogen), dbAMPc (dibutiril AMP 

cíclico) 2 mM, BDNF (factor neurotrófico derivado del cerebro, del inglés "Braín-

deríved Neurotrophíc Factor') 50 ng/ml y mezcla de antibióticos. Las células se 

dejaron en este medio 5 días más (Figura 3). 

EJEMPLO 5: Efecto de la inducción de la deficiencia de frataxina en la 

línea celular inducible. 

La inducción de la deficiencia de frataxina en células en proliferación produce 

una disminución de los niveles de absorbancia en un ensayo calorimétrico de 
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viabilidad y proliferación con MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-

carboximetoxifenil) -2-(4-sulfofenii)-2H-tetrazolio), asociado a una disminución 

de la proliferación celular (Figura 4). 

Al inducir la deficiencia de frataxina en células neuronales previamente 

diferenciadas a neuronas, se observa igualmente una disminución de los 

niveles de absorbancia en un ensayo calorimétrico de viabilidad y proliferación 

con MTS (Figura 5) y una activación de la caspasa 3, (Figura 6) que se asocia 

a la inducción de un proceso neurodegenerativo de tipo apoptótico. 
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1. Una célula neural que comprende un vector de expresión de un ARN de 

interferencia de la frataxina, controlado por un operador inducible. 

2. La célula neural según las reivindicaciones 1 donde el vector comprende la 

secuencia del ARN de interferencia de la frataxina con SEO ID NO: 1. 

3. La célula neural según las reivindicaciones 1-2 donde el vector es un vector 

lentiviral. 

4. La célula neural según las reivindicaciones 1-3 donde el vector comprende 

el módulo TetO. 

5. La célula neural según las reivindicaciones 1-4 donde el vector comprende 

la secuencia de nucleótidos que codifica para la proteína de fusión TetR-

KRAB. 

6. La célula neural según las reivindicaciones 1-5 donde el vector comprende 

una secuencia que codifica para un marcador. 

7. La célula neural según la reivindicación 6 donde el marcador es la proteína 

verde fluorescente (GFP). 

8. La célula neural según las reivindicaciones 1-7 donde el vector es SEO ID 

N0:2. 

9. Una línea celular neural que comprende la célula según las reivindicaciones 

1-8. 

1O. Una línea celular según la reivindicación 9 donde la línea celular neural es 

neuronal. 
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11. La línea celular según las reivindicaciones 9-1 O donde la línea celular es la 

línea de neuroblastoma humano SH-SY5Y. 

12. Una población celular que comprende la célula según las reivindicaciones 1-

5 8 o la línea celular según las reivindicaciones 9-1 O. 

13. Un uso de la célula neural según cualquiera de las reivindicaciones 1-8 para 

la identificación de moléculas con potencial terapéutico para el tratamiento 

de la ataxia de Friedreich. 

10 

14. Un método de búsqueda e identificación de sustancias potencialmente útiles 

en el tratamiento de la ataxia de Friedreich que comprende: 

a) cultivar la célula neural según las reivindicaciones 1-8, 

b) inducir la expresión del ARN de interferencia de la frataxina en la 

15 célula neural de (a), 

e) poner en contacto la célula neural obtenida en (b) y/o la célula 

neural del paso (a) con la sustancia a ensayar, y 

d) cuantificar la supervivencia de la célula neural de paso (e). 
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El objeto de la invención, tal y como se recoge en las reivindicaciones 1-14, es una célula neural que comprende un vector 
(lentiviral) de expresión de un ARN de interferencia de la frataxina, controlado por un operador inducible (módulo TetO) y 
que comprende además las secuencias de nucleótidos que codifican para la proteína de fusión TetR-KRAB y para la 
proteína verde fluorescente GFP (reiv. 1-8). Es también objeto de la invención la línea celular neural y la población celular 
que comprenden dicha célula neural (reiv. 9-12). Por último, es también objeto de la invención el uso de dicha célula neural 
para la identificación de moléculas con potencial terapéutico para el tratamiento de la ataxia de Friedreich y el método de 
búsqueda de dichas moléculas (reiv. 13 y 14). 
 
Novedad (art. 6.1 de la Ley 11/1986 de Patentes) y Actividad Inventiva (art. 8.1 de la Ley 11/1986 de Patentes). 
 
El documento D01 divulga el uso de lentivirus (concretamente vectores derivados del vector HSV-1) que codifican shRNAs 
complementarios al gen de la frataxina en las células de neoroblastoma humanas SH-SY5Y, para el establecimiento de una 
línea celular neural como modelo para el estudio de la genómica funcional en células neuronales humanas, como el estudio 
de las funciones de distintos genes, validación de dianas terapéuticas o para el estudio de terapia génica en un contexto 
neuronal. 
 
El documento D02 divulga el uso de cromosomas bacterianos artificiales infecciosos (iBAC) basado en el uso del virus HSV-
1 como vector, como parte de un modelo para el análisis de la expresión de la frataxina en células neuronales.  
 
El documento D03 divulga distintos modelos tanto de microorganismos (Saccharomyces cerevisiae, C. elegans,…) como de 
animales (Drosophila melanogaster, M. musculus) para la ataxia de Friedreich, y un único modelo de línea celular, basado 
en el uso de lentivirus (derivados del vector HSV-1) que codifican shRNAs complementarios al gen de la frataxina en las 
células de neoroblastoma humanas SH-SY5Y. 
 
El documento D04  divulga un estudio sobre la ataxia de Friedreich y la posibilidad de una terapia basada en el uso de 
sideróforos para paliar la deficiencia de frataxina que se traduce en un uso defectivo del hierro. Este estudio lo realizan en 
una línea celular embrionaria humana de riñón (HER-293) que expresa de forma estable el represor de tetraciclina y un 
shRNA complementario al gen de la frataxina inducible por tetraciclina. 
 
Ninguno de los documentos citados del estado de la técnica anterior a la solicitud, tomados solos o en combinación revelan 
la invención definida en las reivindicaciones 1-14. Además, en los documentos citados no hay sugerencias que dirijan al 
experto en la materia hacia la invención definida en las reivindicaciones 1-14. Así, la invención contenida en las 
reivindicaciones 1-14 es con referencia a los documentos D01-D04 nueva y se considera que implica actividad inventiva (art. 
6.1 y 8.1 Ley 11/1986 de Patentes). 
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