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RESUM

L’esclerosis lateral amiotrofica (ELA) és una malaltia neurodegenerativa
caracteritzada per canvis citopatologics en les motoneurones inferiors dels
tronc cerebral i de la medul-la espinal, aixi com en les motoneurones superiors
de I'escorga motora. Els pacients que pateixen aquesta patologia experimenten
signes i simptomes d’atrofia muscular progressiva secundaria amb debilitat,
augment de la fatiga, disfagia que s’acompanya d’insuficiéncia respiratoria i la
mort. L'ELA es classifica en dos amplies categories cinicament molt similars,
'ELA familiar (ELAf) que s’associa a mutacions en un conjunt de gens i que
compren al voltant del 10 % de tots els casos d’ELA, i 'ELA esporadica (ELAe).
Una de les caracteristiques patognomoniques de PELA és la formacio
d’agregats de naturalesa proteica, generalment citoplasmatics, que es
localitzen en les motoneurones. Un dels components majoritaris en aquestes
estructures proteiques €és la ribonucleoproteina TDP-43, la qual es troba
deslocalitzada en el citoplasma cel-lular, fragmentada i anormalment
fosforilada. L’etiopatogénia de la malaltia i els processos pels quals passa la
desregulacio de TDP-43, son desconeguts a l'actualitat. No obstant, diversos
mecanismes moleculars s’han associat amb I'agregaciéo de TDP-43 entre els
quals destaquen l'estrés oxidatiu, I'estrés de reticle, la disfuncié del flux
autofagic i de I'activitat proteosomal, aixi com el deteriorament del transport
nucleocitosolic, entre altres. Aquest, al seu torn, pot dependre de la integritat
estructural i funcional de I'embolcall nuclear, amb els seus components de

membrana i els porus nuclears.

En aquesta tesis s’aborda l'estudi de les subunitats proteiques que
conformen el porus nuclear, les nucleoporines (NUPS) i la seva alteracié com
un mecanisme subjacent en ['etiopatogénia de la ELA, contribuint a la
deslocalitzacio de proteines i la seva potencial agregacié, utilitzant TDP-43 com
a paradigma. Per aix0 van analitzar els nivells de varis NUPs mitjangant
tecniqgues de immunodeteccio en teixits i nuclis aillats extrets post mortem de
pacients d’ELA, aixi com en un model muri transgénic d’ELAf en varis estadis
de la malaltia y en ambdds sexes. A més, es van realitzar estudis de cultiu
cel-lular per elucidar els possibles mecanismes que influeixen en la

desregulacio de TDP-43 mediat per NUPs. En aquest context es va abordar la
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relacio entre estres cel-lular, TDP-43 i NUPs, per establir la possible influencia
dels mecanismes d’estrés sobre la distribucié de NUPs especifiques i la seva

relacié amb les caracteristiques patologiques de TDP-43.

Els resultats demostren canvis en els nivells de NUPs que participen en
el reconeixement de proteines transportadores, tant en teixits extrets post
mortem de pacients dELA com en ratolins models de la malaltia. Per altra
banda, el silenciament d’'una de les NUPs, la NUP107, va provocar un augment
dels nivells de TDP-43 i de la seva fosforilacid, aixi com un augment de la
formacié dels seus agregats citoplasmatics. A més, aixd0 s’associa a una
alteracio de la resposta autofagica, evidenciat pel increment de LC3Il, p62 i els
nivells de ubiquitinitzacié proteica general. De la mateixa manera, l'estrés
oxidatiu i l'estrés osmotic in vitro van provocar un increment de les
caracteristiques patologiques de TDP-43 citades anteriorment, augment
associat a canvis en 'expressiéo de NUPs. Aquestes troballes demostren que el
deteriorament de les NUPs en el marc de la ELA pot ser un mecanisme
contribuent a l'alteracié del trafic intracel-lular, resultant en I'agregacio de

proteines implicades en la neurodegeneracié motoneuronal, com TDP-43.
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RESUMEN

La esclerosis lateral amiotréfica (ELA) es wuna enfermedad
neurodegenerativa caracterizada por cambios citopatoldégicos en las
motoneuronas inferiores del tronco cerebral y de la médula espinal, asi como
en las motoneuronas superiores de la corteza motora. Los pacientes que sufren
esta patologia experimentan signos y sintomas de atrofia muscular progresiva
secundaria con debilidad, aumento de la fatiga, disfagia que se acompafan de
insuficiencia respiratoria y la muerte. La ELA se clasifica en dos amplias
categorias clinicamente muy similares; la ELA familiar (ELAf) que se asocia a
mutaciones en un conjunto de genes, la cual comprende alrededor del 10 % de
todos los casos de ELA, y la ELA esporadica (ELAe). Una de las caracteristicas
patognomonicas de la ELA es la formacion de agregados de naturaleza
proteica, generalmente citoplasmaticos, que se localizan en las motoneuronas.
Uno de los componentes mayoritarios en estas estructuras proteicas es la
ribonucleoproteina TDP-43, la cual se encuentra deslocalizada en el citoplasma
celular, fragmentada y anormalmente fosforilada. La etiopatogenia de la
enfermedad y los procesos por los cuales ocurre la desregulacion de TDP-43,
son desconocidos en la actualidad. No obstante, diversos mecanismos
moleculares han sido asociados con la agregacion de TDP-43 entre los cuales
destacan el estrés oxidativo, el estrés de reticulo, la disfuncién del flujo
autofagico y de la actividad proteosomal, asi como el deterioro del transporte
nucleocitosolico, entre otros. Este, a su vez, puede depender de la integridad
estructural y funcional de la envoltura nuclear, con sus componentes

membranales y los poros nucleares.

En esta tesis se aborda el estudio de las subunidades proteicas que
conforman el poro nuclear, las nucleoporinas (NUPS) y su alteracion como un
mecanismo subyacente en la etiopatogenia de la ELA, contribuyendo a la
deslocalizacion de proteinas y su potencial agregacion, utilizando TDP-43
como paradigma. Para ello analizamos los niveles de varias NUPs mediante
técnicas de inmunodeteccidn en tejidos y nucleos aislados extraido post
mortem de pacientes de ELA, asi como en un modelo murino transgénico de
ELAf en varios estadios de la enfermedad y en ambos sexos. Ademas,

realizamos estudios en cultivo celular para elucidar los posibles mecanismos
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que influyen en la desregulacion de TDP-43 mediado por NUPs. En este
contexto se abordd la relacidn entre estrés celular, TDP-43 y NUPs, para
establecer la posible influencia de los mecanismos de estrés sobre la
distribucion de NUPs especificas y su relacibn con las caracteristicas

patolégicas de TDP-43.

Los resultados demuestran cambios en los niveles de NUPs que participan
en el reconocimiento de proteinas transportadoras, tanto en tejidos extraidos
post mortem de pacientes de ELA como en ratones modelos de la enfermedad.
Por otro lado, el silenciamiento de una de las NUPs, la NUP107, provoco
aumento de los niveles de TDP-43 y de su fosforilacion, asi como un aumento
de la formacién de sus agregados citoplasmaticos. Ademas, ello se asocia a
una alteracion de la respuesta autofagica, evidenciado por el incremento de
LC3Il, p62 y los niveles de ubiquitinizacion proteica general. De igual manera,
el estrés oxidativo y el estrés osmotico in vitro provocaron un incremento de las
caracteristicas patolégicas de TDP-43 citadas anteriormente, aumento
asociado a cambios en la expresion de NUPs. Estos hallazgos demuestran que
el deterioro de las NUPs en el marco de la ELA, puede ser un mecanismo
contribuyente a la alteracion del trafico intracelular, resultante en la agregacion

de proteinas implicadas en la neurodegeneracion motoneuronal, como TDP-43.
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ABSTRACT

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease,
characterized by cytopathologic changes in the lower motor neurons of the
brainstem and spinal cord, as well as in the upper motor neurons of the motor
cortex. Patients suffering this pathology, experience signs and symptoms of
secondary progressive muscular atrophy with weakness, increased fatigue,
dysphagia accompanied by respiratory failure and death. ALS is classified into
two broad categories that are clinically very similar; the familial ALS (fALS) that
is associated with mutations in a set of genes, which comprises about 10% of
all cases of ALS, and sporadic ALS (SALS). One of the pathognomonic
characteristics of ALS is the usually cytoplasmic protein nature aggregates
formation that is located in motor neurons. One of the major components in
these protein structures is the TDP-43 ribonucleoprotein, which is delocalized,
fragmented and abnormally phosphorylated in the cellular cytoplasm. The
etiopathogenesis of the disease and the processes by which TDP-43
deregulation occurs are currently unknown. However, several molecular
mechanisms have been associated with the TDP-43 aggregation, among which
oxidative stress, reticular stress, autophagic flow dysfunction and proteasomal
activity, as well as nucleocytosolic transport deterioration, among others . This,
in turn, may depend on the structural and functional integrity of the nuclear

envelope, with its membrane components and nuclear pores.

This thesis addresses the study of the protein subunits that build the
nuclear pore, nucleoporins (NUPs) and their alteration as an underlying
mechanism in the etiopathogenesis of ALS, contributing to protein offshoring
and its potential aggregation using TDP- 43 as a paradigm. To do this, we
analysed the levels of several NUPs by immunodetection techniques in isolated
tissues and nuclei extracted post mortem from ALS patients, as well as in a
transgenic murine model of ALS in several stages of the disease and in both
sexes. In addition, we performed cell culture studies to elucidate the possible
mechanisms that influence NUPs-mediated TDP-43 dysregulation. In this
context, the relationship between cell stress, TDP-43 and NUPs was discussed
to establish the possible influence of stress mechanisms on the distribution of

specific NUPs and their relation to the TDP-43 pathological characteristics.
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The results demonstrate changes in the levels of NUPs involved in the
recognition of transporter proteins in both post-mortem tissues from ALS
patients and in model mice from the disease. On the other hand, the silencing of
one of the NUPs, NUP107, caused an increase in the levels of TDP-43 and its
phosphorylation, as well as an increase in the formation of its cytoplasmic
aggregates. In addition, this is associated with autophagic response alterations,
evidenced by the increase of LC3Il, p62 and the levels of general protein
ubiquitination. Similarly, oxidative stress and osmotic stress in vitro, caused an
increase in the pathological characteristics of TDP-43 mentioned above, an
increase associated with changes in the expression of NUPs. These findings
demonstrate that the deterioration of NUPs in the ALS framework may be a
contributing mechanism to the alteration of intracellular traffic resulting in the
proteins aggregation involved in motoneuronal neurodegeneration, such as
TDP-43.









AGRADECIMIENTOS



A mis padres.



AGRADECIMIENTOS

... Gracias a la vida que me ha dado tanto
Me ha dado el sonido y el abedecedario
Con ¢l las palabras que pienso y declaro

Madre amigo hermano y luz alumbrando,
La ruta del alma del que estoy amando.

Gracias a la vida que me ha dado tanto
Me ha dado la risa y me ha dado el llanto...

A los que me ensenan y educan,
A los que me cuidan,

A los que estan y no,

A los que siempre estaran,

A los que me quieren,

A los que quiero,

A la que quiero,

A todos ustedes,

(Gracias.






INDICE






INDICE

INDICE
ABREVIATURAS ....iiiiiiiiiiiiniiissisissssssssssssssssssssssssssss s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s sssssssssssssssssssssssssssnes 1
INTRODUCCION......covrriueeereneseestssssesestssssssssessssssssssssssssessssssssssessssssssesessssssssssssssssensssssssssesessssessssses 5
1. INTRODUCCION .....couruiurrrurneenitesssesesssssssesssssssssessstessssssstssssssnsstsssssesssssssssssstsssssessssssssssessanes 7
1.1. ESCLEROSIS LATERAL AMIOTROFICA. ..ceteutteeeaureeesautteessutteesasuteeesausteesssseessssseeesansseessasseessssseeessssseeessnsees 7
1.1.1. (Y= =] [ o (o 1o [-X OO PP P RP PP 7
1.1.2. (000 [go Tor £=1 g K A [ole K [ ole KRS 8
1.1.3. | (o1 (0T =Xl (=0 4 [T o RS 9
1.1.3.1. Factores ambiENtales .....c..oovuieriiiiiiiiiee ettt st e e eane 10
1.1.3.1. LY== T TS 11
1.1.3.2.
1.1.3.3.
1.1.3.4. TARDBP ..t e e e r e e e s e er e e e e et e a et e e e s e e nnrneeeeesennnranes 16
1.2. FISIOPATOLOGIA DE LA ELA. TARDBP ...ttt ettt ettt ettt e e e et e e e e e s nreeee s 19
1.2.1. TDP-43. EStrUCLUIQ Y FUNCION ....voeeeeeeeeeeeeeee et eteea e ttae e et a e e saeaaestseaesssseaaesasenanas 20
1.2.2. Mecanismos de TOXICIAQU ............c..oeueeuieeeeeiiieesiieeeeee ettt sste e see e stee e ssiteeessseaesaes 26
1.2.2.1. Estrés oxidativo....
1.2.2.2. J T o) - =T PR U PPPPPPPPOt
1.2.2.3. ESTrES 0@ rEHICUIO. .. iiiiieiieeeete ettt st e st e st e sbaesabeesaneeane
1.2.2.4. Transporte NUCIE0 CItOPIASMATICO .....iiiiieiiiecieecie e e et esra e e seeas 37
1.3. COMPLEJO DE NUCLEOPORINAS ..cetteeuuuirtteeeessaauusttaeteesaaausseeeeeeesasassssaeeeesssansssssaeeesssanssseseeesssssannne 40
1.3.1. Transporte G traAVEs deI NPC..............eeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e cttee e ettt e et aa e e s stsaaesssseaaessenaeas 42
HIPOTESIS ....uveueteueeeeueeessestssestesesessestssestesesessessssesssssssssesessesesssssssesessesessssessesessesessssessesestesessssesssesesses 45
OBUETIVOS ....ouuuiiiiiisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 49
MATERIALES Y IMETODOS .....ccouvieurienreereesseisseisseessseestesssesssesssesssesssessssessesssssssessssesssssssssssesssesssesssessnes 53
2. MATERIALES Y IMETODOS.......cceetereeeinrsessessessesesssessssessessessessessessssessessesssssssessessensenssssssessessesses 55
2.1 IMIUESTRAS HUMANAS ....ceuvteeeureesureessseessseessseessseasnseessseassseesssssssseesssesssssssssesssesesssssssssesssesssssessssnseees
2.2. ANIMALES DE EXPERIMENTACION
2.2.1. GENOLIPAUO. ..ottt ettt e e st e et e st e e st e sbeeenaeesteeensee st
2.3. CULTIVOS CELULARES ..ttt euuittttteeeesesmineeeeeeeeesannerenetesesaaannreneeeeeaasnnseneeeeesesannseneeeeeessannnnraneeesssannnnres
2.3.1. Lineas celulares
2.3.1.1. INBUIO-2A ettt ettt e e e sttt e e e e e s bbbt e eeeesesab e bt e eeae s asbebeeeeesansasnsteaeeesensnraneaesaennns 58
2.3.1.2. SH-SY DY it e e e s e e e e e e s rnereeeeas 58
2.3.1.3. HELA e et e e s s e e e s e e s b e e e e baee e e 59
2.3.14. HEK-20 3 ettt e e e e e et r e e e e e s e b et e e e e e e e n b er et e e e e e rnee e e e e e s e nnrreneeeeeane 59
2.3.2. Tratamientos de cultivos celulares
2.4. BIOLOGIA MOLECULAR ....eeeuieieeeireeeeiieeenaneeens
2.4.1. Transfeccion de CRIPSR-NUP107
2.5. BIOLOGIA CELULAR ..ttt eeittee ettt e ettt e sttt e e ettt e s et e e sttt e s eaabeeesmsaeessabbeeseanbeeesnsaeesanbeeesannreeesnnees
2.5.1. Fraccion@miento COIUIAT ............oocuueeenciiieeeeiise ettt sete e st e sstae e ssiee e s s aeaesaes
2.5.2. Aislamiento de ndcleos
2.6. IMHICROSCOPIA «.teteeee e ettt e e e e ettt e e e e e sttt e et e e e s e ba bt e e e e e s sesaasbateeeessesaasbabeaeeesesaassbaaaeesssannnnraaaeas
2.6.1. Microscopia de inmunofluorescencia Celular .................occouieecvueeeeciieeeeiiiieesiieeeecivieeeians 63
2.6.2. Microscopia de NUCIEOS QISIATOS .............oeueevueienieeiieiieeet et 64
2.7. INMUNODETECCION DE PROTEINAS ...ceeutttteeutteeenureeesasreeesueeessnuteeesasaeessaseeesssssesesaseesssnseeessnnsesesansees 65

2.7.1. Extraccion proteica de cultivos CEIUIAIresS...............oouveneeeniienieeiiiseeeeeseeeeeseeeen 65



INDICE

2.7.2. Extraccion proteica de tejidos animales................cooccueeeecceieeciiieescieeeceeeeecceeeseea e 65
2.7.3. CUANLIfICACION @ PIrOTEINGS.........eeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeee ettt ee e e st e e e e sareeeeaenas 66
2.7.4. L L=tor o) o] =] KRSt 66
2.7.5. 2] oo [V =To RSP UUURN 68
2.7.6. INMUNOAELECCION Y ANGIISIS ..ot et e e e e st e e e eaa e e s aa e s seaenanns 68

2.8. CITOMETRIA DE FLUJO 11t eeteettttieeeeeeeeetsuieeeeesessssneeseesssssssnnsesessssssssnnsesessssssssnesesessssssnnnesessssssrnnnaeseees 68
2.9. ANALISIS ESTADISTICO .1vtteteeeieuurereeeeesssesrereeesesssesusteeesesssssssseeeeessssssnsssnesesssassssssnseessssssssssnseesssessnnnes 69
2.10.  LIPIDOMICA DE NUCLEOS AISLADOS .....cuvuunieeeeerereruneeeeessresssnnesesesssssssniesesesssssssmesessssssssnmmesessssssmnnneeseees 71
RESULTADOS. ... ttuiiteettnnerneerennerenseresessnsessssesnsessssessssssasessssessssssnssssssssassssnsessnsesnssssnsssassssassssnsessnsesnsens 73
3. RESULTADOS. .....ceuiiteirteirtteerennereeesenseresserssssensssassssasssessessssessssssnssssssssasssensessssssnssssssssssssensesansenns 75
3.1. NUCLEOPORINAS EN MEDULA ESPINAL DE PACIENTES DE ELA...cciviiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesesesesesseeeens 75
3.1.1. Inmunoblot de NUPs en médula eSpinal .................cccueeeeeueieeciieeeciiieeecieeeesieeeessiveaeeans 75
3.1.2. Inmunofluorescencia de nUcleos QiSIAAOS .............cccccueeeeeeceieeciiieeesiie e ecieeesciea e 76
3.1.3. Citometria de NUCIEOS QISIAUOS. .............eeeieeeeeeiieiiiiiieeeiciiiiieeeeeeseteeeeeeeeeesiaeeee e e e eessianes 79

3.2. LIPIDOMICA DE NUCLEOS AISLADOS DE MEDULA ESPINAL DE PACIENTES DE ELA ...ccevvvvveeveeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 80
3.3. ESTRES OXIDATIVO EN NUCLEOS DE MEDULA ESPINAL DE PACIENTES DE ELA....covvviviieeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 83
3.4. NUCLEOPORINAS EN MODELO DE RATON DE ELA FAMILIAR. .evvvereeerereeeeeeeeeeeeeeereeeeeeeseeesesesesesssssesessssseeen 83
3.4.1. EStaAIO PreSINtOMQALICO. .....cc.eveeeeeieeeeiiie e e et e st e e et e e et taa e e et eeestaaeesssaaeesiseaennes 85
3.4.2. [ o Lo [0 X [ 10T g4 lo 11 (oo TSP PPN 87
3.4.1. LY o Lo [T {14 Lo | FO OSSR US USSRt 91

3.5. SILENCIAMIENTO DE NUCLEOPORINAS EN CULTIVOS CELULARES ...cvvvvuuueeeerererenneeeeeeernnnnaseseesssennnneseseesnenns 93
3.5.1. INUPIOT7 Y TDP-3 ...ttt e ettt e e e e e ettt a e e e e s s atseaaaeesessasssansaaeeaaas 95
3.5.1. NUP107 y agregados de P-TDP-43 .........ooueeeeeeeeeeeeiieeeeiieaesisiaeesiiiaaessseaessiseeassssseasssnes 97
3.5.2. NUPILO7 Y QUEOFOGIA ...t eete et e e et e e ettaae e st aaeeasaaeesssaaesaseaananes 99

3.6. ESTRES, NUCLEOPORINAS Y TDP-43 EN CULTIVOS CELULARES ..cevvvveeererreeeeereerereeesesesesesesssssssssssssesssesenne 102
3.6.1. EStrés OSMOLICO Y FG-INUP .......oooeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e e e e ttaa e e et aaeearaaeesseaaans 102
3.6.2. EStrés OXiAdQtiVO Y FG-INUP .........ccueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e sta e e sttaa e s steeaestaaaesnaaaessnseaaens 106
DISCUSION .....coueereeeririeisessessetesssssesessessessessessessssessessessassassesessessessassesessesessessessensssessessessensessesssns 111
B, DISCUSION.......ecoueeeerrerreesessesseseeseessssessessessessessssessesssssssessessessensenssssssessensensensessessssessessensesessans 113
4.1. NUCLEOPORINAS EN TEJIDO POST MORTEM DE ELA ...ovvreeeie ettt e e e et e e e e e e eevaae e e s eeeennes 113
4.1.1. FG-NUP en tejido de pacientes de ELA ...........oeeeeeeeeeeeeeiieeeceeeeceeeeseaeesiaaessveea e 113

4.2. LIPIDOS NUCLEARES Y NUCLEOPORINAS . ....etvtetereiererererererrrererereeererseesesesesssesssesssssessesssssssssssssssssssesseee 116
4.3, SILENCIAMIENTO DE NUCLEOPORINAS ...uuuuuuuuuununnnnnnnnnnnnnnnnnnnsnnnnnnnnnsnnnnnsnsnnnsnsnnnsnsnsnsnnnnnnnnnnnsnnnsnsnnnnnnn 118
4.3.1. NUPILO7 Y AULOFAGI ......oeeeeeeeeeeeeeeee et e e ettt e e taa e et aaeetaaaeeasaaeasasanaens 120

4.4, NUCLEOPORINAS Y ESTRES OXIDATIVO ..evvvereereererereeereeerereeeeeeseessesssesssssssssssesssssessssssssssssssssssssssssssssnee 122
4.5, NUPSENSODGO3BA ...ttt ettt ettt ettt e et e eeeeeeeeee e et ereeeeeseseeseesrerseseeesesssersesesssesssesenees 125
CONGCLUSIONES .....ituiienietnnerennernnersnseresseressssssesssssssssssnsssasssssssssnsessssssnssssnsessssessssssnsesnssssnsesansesassssnses 129
B, CONGCLUSIONES....ccctttereuerenereniereneersnsensssesseressersssesassssssssnsssensssassessssssnssssssssnsssenssssnsesassesnsssans 131
BIBLIOGRAFIA .....vveeeeiereiereeesteeeeeseessseessesssesssesssesssesosesostesstesstesssssssesssesssesssesssesssesssessssssssesssesssesnsesns 133
6. BIBLIOGRAFIA ..eocueieueeeeeeteereeeeessseessesssesesesestssstssstesssasssasssessssssssssssssessssssstssssssssssnsesssesssssssens 135

L2111 3, (0 R PP 184






INDICE

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Expresion de TDP-43 en condiciones fisiologicas y patolOgicas..............c.cccveeeeecuveeeciueaeaivveeanns 18
Figura 2. Esquema de [0 eStruCtura de TDP-43.........cooecueieeeeeieeeeeeeeeteeeectte s staeesteaessteaesssaaaesssseaeeanes 20
Figura 3. Representacion esquemdtica de los dominios de TDP-43 y las mutaciones genéticas asociadas
CON O ELA. oottt ettt et e e et e ettt e st e st e e st e st e e bte et s e st e eabetesteenteennneeaees 21
Figura 4. Funciones biologicas de 1 proteing TDP-43. ............ueeecceeeeeieeeeeeieeeesiieeesiveeeesiaeaeesisssaessisesenaans 22
Figura 5. TDP-43 Y GranUIOS AE @STIES. .......oceecuuereeeiieeeeiiieeesieeeseee e e sttt e eeeaeaesaustaasssteaessseaesasesassssseassanes 24
Figura 6. Representacion esquemdtica del flujo QUEOFAGICO. ..........eeeeueeeeecieieeiieeeeeiee et svee e 31
Figura 7. Selectividad de 1a QUEOSAGIQ. ........cccueeeeeeieeeeiie et e st e e et e s ste e e st aessaea e s sseeaesssseaennes 32
Figura 8. Representacion esquemdtica del estrés de retiCulo. ............cuoeecveeeecieeeesciieeeiceeeeciieeeesveeeeans 36
Figura 9. Representacion esquemdtica de la estructura y composicion molecular del poro nuclear de

V=T a=1 o] 1o [0 USSR 41
Figura 10. Mecanismo de importe NUCIear de TDP-43. ...........oueecueeeeeeiieeeeeieeeesieeeessieaessieaesssneaesssseasennes 43

Figura 11. La ELA se asocia a una reduccion en los niveles de nucleoporinas en muestras de médula
LT[ Lo USSRt 75
Figura 12. La ELA se asocia a una reduccion en los niveles de nucleoporinas en nucleos aislados de
JT=To [V Lo =X o) Lo | USRS 77
Figura 13. La ELA se asocia a una reduccion en los niveles de nucleoporinas en nucleos aislados de

oo =740 I o a1 (o | A USSPt 78
Figura 14. La ELA se asocia a una reduccion especifica de NUP107 en ntcleos aislados de médula espinal.

Figura 16. La ELA se asocia a un aumento del estrés oxidativo en los ntcleos aislados de neuronas de
MEAUIT @SPINQI ...ttt et ettt ettt et e sttt et e ettt et e et e e eeaees 84
Figura 17. La presencia del transgén hSODG93A no induce una desregulacion en MAb414 en médula
espinal murina en estadios PreSiNtOMQALICOS. ............ccueecueeereeesieieieeie ettt 85
Figura 18. La presencia del transgén hSODG93A induce una desregulacion dependiente de género en
NUP93 en médula espinal murina a estadios presintOmMatiCoS. ..........cceeeveeeveeeneeesiienieesiiese et 87
Figura 19. La presencia del transgén hSODG93A induce una deplecion dependiente de género en
MAb414 en médula eSPiNaAl MUIING...........c...coeveeirieiiiieei ettt ettt 88
Figura 20. La presencia del transgén hSODG93A induce una deplecion en NUP93 en médula espinal
L0017 T4 Lo TP PP PP PP OUPPPPPPRPOE 90
Figura 21. La presencia del transgén hSODG93A induce una deplecion en NUP107 en médula espinal
L0017 T4 Lo I TP PUUPPPOTPPPPPPRRPOt 92
Figura 22. La presencia del transgén hSODG93A no induce una deplecion de nucleoporinas en médula

espinal Muring @ €StAAIOS fINQIES. ............cooueeeueerieieiieee ettt e 93
Figura 23. Silenciamiento de nucleoporinas NUPI07 y NUP93. .......c..ueeeeeeeieeiieeeseiveeeescveeesiveaessivaaennns 94
Figura 24. El silenciamiento de NUP107 provoca aumento en los niveles de NUPS. ..............cccccecuveneenne.. 95
Figura 25. El silenciamiento de NUP107 provoca acumulacion de TDP-43 citoplasmadtico in vitro............ 96
Figura 26. El silenciamiento de NUP107 provoca aumento de los niveles de p-TDP-43 in vitro................. 97
Figura 27. El silenciamiento de NUP107 provoca agregacion de p-TDP-43 in Vitro. ..........ccccccvveeecvveenns 98
Figura 28. El silenciamiento de NUP107 provoca agregacion de p-TDP-43 in Vitro .........cccceceeevcvveneeennee. 99
Figura 29. El silenciamiento de NUP107 provoca desregulacion de la autofagia y de TDP-43 in vitro. ...100
Figura 30. La inhibicidn de la autofagia provoca deslocalizacion de TDP-43 enddgeno. ...................c..... 101
Figura 31. El estrés osmatico provoca deslocalizacion y agregacion de TDP-43 enddgeno. .................... 103
Figura 32. El estrés osmatico provoca deslocalizacion de la fosforilacion TDP-43 enddgeno................... 104

Figura 33. El estrés osmotico aumenta 10s niveles de FG-NUP................c.cccccvuieeeeieeeeiiieeesceeeesiiieaessirenans 105



Figura 34. El estrés osmaotico provoca aumenta los niveles de la nucleoporina NUP93........................... 106
Figura 35. El estrés oxidativo induce aumento de los niveles de TDP-43 en células NeuroZ2A.................. 107
Figura 36. El estrés oxidativo provoca aumento en los niveles de nucleoporings. ..............cccccovvevcuvennn. 108
Figura 37. El estrés oxidativo induce aumento en los niveles de TDP-43 en células SH-SY5Y................... 109
Figura 38. El estrés oxidativo induce aumento en los niveles de FG-NUP en células SH-SY5Y.................. 109
Figura 39. El estrés oxidativo induce aumento de los niveles de TDP-43 en células SH-SY5Y............... 110
Figura 40. El estrés oxidativo aumenta los niveles de nucleoporinas en células SH-SY5Y. .........ccccuue..... 110
Figura 41. El género influye sobre el estado neuroinflamatorio de ratones G93A. .........ccccccevceevvvervencn. 186
Figura 42. Andlisis en red de la interaccion de NUPs con genes involucrados en inflamacion.................. 187

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Factores de riesgo implicAAOS €N 1Q ELA. .............eeeeeeeeeeeeeeieeeeieeeeeeeesteeesseeaestaaessaeaessseeaens 12
Tabla 2. Estado actual de los genes implicados en la ELA. Revisado en (Taylor et al. 2016,)...................... 13
Tabla 3. Resumen de las caracteristicas de 10S PACIENTES. ..........ccccveeeeeueeeeeiiieeeiieeeecieeesiieeeesieaessieeeens 57
Tabla 4. Programa del Termociclador para la amplificacion del gen SOD1 y el gen IL2............................ 57
Tabla 5. Tratamientos realizados en liN€as CelUIres. .............ooocuevveeeiieieseensiiieieseeeseeeee et 60
Tabla 6. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados para la inmunofluorescencia indirecta. ............. 67
Tabla 7. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados para la inmunodeteccion por western blot........ 70

Tabla 8. Especies lipidicas diferenciales de ntcleos aislados de médula espinal extraido post mortem de
PACIENEES A ELA Y CONIOL. ..ottt e e ettt e e e e e e st a e e s atta e s ssteasasteassnssaaasssaeassasseaaans 82




INDICE









ABREVIATURAS






Abreviaturas

8oxodG
ADN
ARN
BSA
DAPI
DFT
ELA

FBS

FG-NUP

GFP

H202
HEPES

IL-2

Mab414

NeuN
NGS
NUPs
P/S

PBS
PCR

PFA
sop1
TDP-43

THG

y-H2AX

8-0Ox0-2’-desoxiguanosina NMS
Acido desoxirribonucleico NMI

Acido ribonucleico ELAf
Bovine ELAe

ABREVIATURAS

Neurona motora superior
Neurona Motora inferior
Esclerosis lateral amiotroéfica familiar

Esclerosis lateral amiotréfica esporadica

4’,6-diamino-2-fenilindol
Demencia frontotemporal
Esclerosis lateral amiotrofica
Suero fetal bovino
Nucleoporinas con

repeticiones de fenilalanina-
glicina

Proteina verde fluorescente
Peréxido de hidrégeno

4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid

Gen interleucina 2

Anticuerpo anti proteinas

del complejo del poro nuclear
Antiegeno nuclear neuronal
Suero normal de cabra
Nucleoporinas
Penicilina/estreptmicina
Tampon fosfato salino

Reaccion en cadena de la
polimerasa

Paraformaldehido
Superéxido dismutasa
TAR-DNA-Binding protein-43
Tapsigargina

Gamma H2A miembro de la
familia de las histonas






INTRODUCCION






INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1. Esclerosis lateral amiotrofica
Generalidades

La esclerosis lateral amiotréfica (ELA), es una de las enfermedades
neurodegenerativas mas estudiadas, pese a ser una enfermedad rara, junto
con la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de Parkinson. Es un trastorno
progresivo que afecta tanto a las neuronas motoras inferiores en el tronco
cerebral y la médula espinal, asi como a las neuronas motoras superiores de la
corteza motora, aunque existe una elevada heterogeneidad entre casos,
desarrollo y caracteristicas clinicas de la enfermedad. En todo caso, la pérdida
neuronal acaba por provocar, a nivel muscular, atrofia, debilidad y espasticidad;
con muchos casos con paralisis de las unidades motoras en el enfermo y
finalmente la muerte por fallo respiratorio (Robberecht and Philips 2013).
Precisamente, el nombre de la enfermedad proviene de la palabra griega
"auyorpornia, que significa "falta de sustento muscular”. La palabra "lateral”
se refiere al area de la médula espinal que esta dafada por la enfermedad y la
palabra "esclerosis" deriva de la etimologia griega para duro, la cual significa
endurecimiento o cicatrizacion del tejido (Aebischer and Kato 2007; Morris
2015). Desde finales de la década de 1930 y principios de la década de 1940,
en el entorno norteamericano, la ELA también fue conocida como enfermedad
de Lou Gehrig, cuyo nombre deriva de uno de los jugadores de béisbol mas
famosos de todos los tiempos que falleci6 de ELA en junio de 1941 (Morris
2015).

La ELA fue descrita por primera vez en 1824 por el anatomista inglés Sir
Charles Bell (Rowland 2001). A finales de la década de 1860, el francés Dr.
Jean-Martin Charcot, correlacioné los sintomas de ELA con anormalidades
neuromusculares y la enfermedad fue conocida entonces como la enfermedad
de Charcot. No fue hasta 1874 cuando el propio Dr. Charcot identifico y
renombré oficialmente la enfermedad como esclerosis lateral amiotréfica
(Rowland 2001).



I (N TRODUCCION

La incidencia a nivel global de la ELA es de aproximadamente 1 - 2,6
casos por cada 100 000 personas al afio y la prevalencia es de
aproximadamente 6 casos por cada 100 000 habitantes, segun los ultimos
estudios (Govoni et al. 2012; Talbott et al. 2016a). En los paises occidentales,
especialmente en personas de raza blanca, la incidencia es bastante estable,
de unos 2-3 casos por 100 000 personas al afio (Cronin et al., 2007 y Alonso et
al., 2009). En el continente asiatico, aunque la incidencia de la ELA es
generalmente mas baja, se han descrito picos de incidencia focalizados (50-
100 veces mas que el promedio global) especificamente en Guam y algunas
islas circundantes del Pacifico (Okamoto et al. 2009b; Wang et al. 2016a),
aunque ello podria deberse a alteraciones en la dieta y otras caracteristicas
regionales que conducen a enfermedad de la motoneurona, no directamente
relacionada con la etiopatogenia de la enfermedad en otros entornos. Las
poblaciones de origen hispano y africano muestran menor incidencia de ELA
(Cronin et al. 2007), lo cual sugiere que las poblaciones donde hay mezcla
genética, la incidencia es menor; probablemente debido a que tienen menos
probabilidades de compartir genes de riesgo, que resultan en una mayor
susceptibilidad al desarrollo de la enfermedad (Shabhrizaila et al. 2016; Zaldivar
et al. 2009).

La edad media de inicio de la enfermedad es de 58-63 afios para los
pacientes que tienen ELA esporadica y de 40-60 afos para aquellos con ELA
familiar, con un pico de incidencia en los 70-79 afos (Talbott et al. 2016b). Los
hombres tienen un mayor riesgo de ELA que las mujeres en una proporcion
1,2-1,5 hombres por mujer (Manjaly et al. 2010). Para una revision de las
caracteristicas epidemiologicas de la enfermedad, se emplaza al lector a
diversas revisiones recientes (Hardiman et al. 2017; Shahrizaila et al. 2016;
Talbott et al. 2016b).

Caracteristicas clinicas

La clinica de la ELA es plenamente compatible con un fallo en las
conexiones axonales en las unidades motoras; el axon se retrae y ocurre la
denervacion de las neuronas motoras inferiores. Inicialmente, la retraccion es

compensada por la reinervacion de los axones de las subpoblaciones
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motoneuronas que parecen ser mas resistentes a los procesos
neurodegenerativos (Robberecht and Philips 2013; Saxena and Caroni 2011).
No obstante, con el progreso de la enfermedad este mecanismo compensatorio
falla, el soma de las células neuronales se vuelve visiblemente anormal y

posteriormente mueren (Fischer et al. 2004).

La forma clasica de esta enfermedad se caracteriza por una mezcla de
manifestaciones clinicas de lesion de las neuronas motoras superiores (NMS)
y/o inferiores (NMI) y/o signos de alteracién bulbar y respiratoria (Riku et al.
2014). Por lo general, los sintomas pueden aparecer de forma lenta y ser poco
llamativos. En el caso de afectacion bulbar estos incluyen disartria, disfagia
(generalmente para liqguidos mas que para sélidos), dificultad para masticar e
hipersalivacién. En otros casos, el debut se produce por fasciculaciones en
unidades motoras aisladas de extremidades. Cabe destacar que en algunas
formas de la enfermedad, muchos pacientes presentan sintomas de déficit
cognitivo, conductual y comportamental en el espectro de la demencia
frontotemporal (DFT); principalmente disfuncion ejecutiva, irritabilidad, cambios
de la personalidad con impulsividad y mal reconocimiento de la enfermedad. La
apatia, la desinhibicién y el mal control social también forman parte de este
espectro (Strong et al. 2009; Zapata-Zapata et al. 2016). Aproximadamente el
50% de los pacientes con ELA mueren en los 3-5 afios posteriores a la
aparicion de los sintomas, a menudo por insuficiencia respiratoria (Ingre et al.
2015; Talbot 2009). Es remarcable que la heterogeneidad de inicio puede
conllevar un retraso de diagnéstico marcado, asociable a mortalidad precoz,
con lo que el desarrollo de biomarcadores de la enfermedad es un campo de
plena actualidad.

Factores de riesgo

Como se ha indicado en la seccién anterior, a nivel global la ELA se
manifiesta entre todos los grupos raciales y étnicos. De hecho, los Unicos
factores de riesgo establecidos hasta la fecha son la edad avanzada, el sexo
masculino y los antecedentes familiares de la enfermedad (Armon 2003; Ingre
et al. 2015). Aproximadamente el 10 % de los pacientes con ELA tienen historia
familiar de la enfermedad, con al menos dos parientes de primer o segundo
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grado, es la denominada ELA familiar (ELAf). EI 90 % restante de pacientes
son considerado esporadicos y es nombrada ELA esporadica (ELAe) (Renton
et al. 2014; Rowland and Shneider 2001). Ello no obstante, existen diversos
factores que pueden configurar un incremento en el riesgo de desarrollo y de la
velocidad de progresion de la enfermedad, y al mismo tiempo, aportar
potenciales mecanismos etiopatogénicos que puedan explicar la diversidad de

esta enfermedad.
Factores ambientales

Hasta la fecha, se han asociado varios factores ambientales con el inicio
y la progresibn de esta enfermedad neurodegenerativa. Algunos se han
correlacionado con el riego de tener ELA, como la exposicion a metales como
el plomo (Fang et al. 2010; Kamel et al. 2002), el mercurio (Callaghan et al.
2011) , el hierro (Kwan et al. 2012) y otros (Bocca et al. 2015; Roos et al.
2012); la exposicion a pesticidas e insecticidas entre los que destacan los
compuestos organofosforados (Bonvicini et al. 2010; Kamel et al. 2012) y
generalmente, la exposicion a compuestos quimicos por parte de trabajadores
y militares (Beard et al. 2016; Peters et al. 2016). Ciertos habitos toxicos en
estilos de vida, como el tabaquismo, también se han relacionado con la
enfermedad (Armon 2009). Normalmente el habito de fumar se considera un
riesgo de inicio de la ELA. Estudios independientes han encontrado que esta
conducta afecta mas a las mujeres que a los hombres, especialmente a las que

han pasado la menopausia (Gallo et al. 2009; Weisskopf et al. 2004).

Otras evidencias han expuesto una asociacion inversa entre una mayor
ingesta de antioxidantes como la vitamina E y un menor riesgo de ELA
(Ascherio et al. 2005; Michal Freedman et al. 2013); asi como la elevada
ingesta de frutas y vegetales (Nieves et al. 2016; Okamoto et al. 2009a). El
consumo de café (Beghi et al. 2011; SC and Muralidhara 2016) y de alcohol (de
Jong et al. 2012) también se ha evaluado, sin resultados concluyentes; aunque

la tendencia de ambos es a la proteccion.

Los investigadores también han puesto la atencién en la practica de
ejercicio fisico y su relacion con la patologia. Los estudios son contradictorios;
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mientras algunos han encontrado un incremento del riesgo de ELA entre
deportistas de alto rendimiento (Chio et al. 2005; Lehman et al. 2012), otros
estudios respaldan una relacion beneficiosa 0 no han encontrado vinculo
alguno (Gallo et al. 2016; Pupillo et al. 2014). Recientemente, en un meta
analisis sobre practica de deporte se ha evidenciado que existiria un riesgo
ligeramente aumentado para los practicantes de actividad fisica de nivel
profesional (futbol americano y futbol) (Lacorte et al. 2016). En este contexto,
merece destacar la denominada hipotesis del fithess, segun la cual existiria un
contexto genético con menor perfil de riesgo cardiovascular asociado a un

riesgo mayor de ELA (Visser et al. 2017).

Aunque muchos factores de riesgo se han asociado con la ELA,
principalmente en la forma esporadica, no se ha vinculado de forma
concluyente, ningun factor de riesgo ambiental con esta patologia. Los factores
ambientales abordados en la literatura se asocian solo, con una pequefia
proporcion de casos totales de ELA (Wang et al. 2016b). En la tabla 1. se
exponen los principales factores de riesgos asociados con la ELA.

1.1.1.1. Genética

La ELA presenta un contexto genético altamente complejo. Como se ha
expuesto anteriormente, solo el 10 % de los pacientes tienen antecedentes
familiares de la enfermedad los cuales son clinicamente indistinguibles de los
que tienen una ELAe (Renton et al. 2014; Rowland and Shneider 2001).

No se ha identificado ningun factor de riesgo genético simple que
explique una proporcién significativa de los casos de la ELA, ni siquiera de los
familiares. Las mutaciones en los genes de la enzima superéxido dismutasa de
zinc y cobre (SOD1) y en el gen COORF72, podrian explicar aproximadamente
el 25% y el 35% respectivamente de los casos de ELAf, siendo los dos factores
de riesgo mas comunes a nivel genético (Kirby et al. 2016). Cabe indicar que,
incluso para la superoxido dismutasa de zinc y cobre, el nUmero de mutaciones
asociadas a formas de ELAf excede el centenar, como se aborda en el
apartado siguiente. Todas las mutaciones monogénicas, en mas de 30 genes

asociados a ELA (tabla 2) podrian explicar, solamente, alrededor del 10% de
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todos los casos de ELA (Chio et al. 2012). No obstante, con el estudio de la
etiologia genética de la enfermedad en estos casos, se han podido obtener
conocimientos fundamentales sobre los mecanismos celulares que conllevan a
la degeneracion neuronal, asi como facilitar el modelado de la enfermedad y el
disefio y la prueba de terapias dirigidas (Renton et al. 2014). Ademas, los
conocimientos sobre la genética involucrada en la ELA, permite el
planteamiento de nuevas hipétesis etiopatogénicas extrapolables a los casos
de ELAe (Ferraiuolo et al. 2011; Riancho et al. 2016).

Tabla 1. Factores de riesgo implicados en la ELA.

Factor de riesgo Riesgo Referencia
Exposicién a Aumenta Revisado en (Talbott et
metales al. 2016a).
Servicio Militar. Aumenta (Horner et al. 2005).
Factores genéticos. Aumenta Ver seccion Genética
Pesticidas e Aumenta (Kamel et al. 2012;
insecticidas. Malek et al. 2012).
Actividad fisica. Aumenta (Lacorte et al. 2016;

Visser et al. 2017).

Consumo café y Disminuye (de Jong et al. 2012;

Lee et al. 2011).
Consumo de alcohol.

Tabaquismo. Aumenta (de Jong et al. 2012;
Wang et al. 2011).

Toxicidad al Aumenta (Ferrarese et al. 2001)
glutamato.

Exposicion a Inconsiste (Chancellor et al. 1993)
solventes. nte

Factores de la Dieta Disminuye (Cacabelos et al. 2014)
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Tabla 2. Estado actual de los genes implicados en la ELA. Revisado en (Taylor et al. 2016).

Gen Proteina Funcién Proteina Proporcion de ELA  Fecha
Familiar Esporadica
Cu, Zn L . .
SOD1 . Superoxido dismutasa 20% 2% 1993
superoxido
Subunidad de la  Componente del motor
DCTN1 _ _ o _ 1% <1% 2003
dinactina 1 de la dineina complejo
ANG Angiogenina Ribonucleasa <1% <1% 2006
TARDBP TDP-43 Proteina de union a 5% < 1% 2008
_ RNA
FUS FUS Proteina de unién a 5% < 1% 2009
PNIA
Reticulo
VCP L Segregase de ubiquitina 1 -—2% <1% 2010
endoplasmico
OPTN Optineufin Adaptador de autofagia 4% <1% 2010
Factor de intercambio
C90RF72 C90RF72 N 25% 10% 2011
de nucledtido de
UBQLN2 Ubiquilin 2 Adaptador de autofagia <1% <1% 2011
SQSTM1  SEquestosome  aganiador de autofagia < 1% ? 2011
1
PFN1 Profilin-1 Proteina de uniéon a <1% <1% 2012
HNRNPAL  hnRNP Al Proteina de union a < 1% < 1% 2013
PNIA
MATR3 3 Matrin Proteina de union a <1% <1% 2014
Cadena de Subunidad de
TUBA4A _ o < 1% < 1% 2014
tubulina a-4A microtubulos
Dominio de . . .
Proteina mitocondrial
CHCHD10 proteina que » ) <1% <1% 2014
de funcion desconocida
contiene 10
Serinal/treonina- Regula la autofagia y la
TBK1 ? ? 2015

quinasa TBK1

inflamacion
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SOD1

Las mutaciones en la enzima superoxido dismutasa de zinc y cobre
(SOD1), fueron la primera causa genética de la ELAf que se identificé en 1993
(Rosen et al. 1993). El gen SOD1 codifica una proteina inicialmente citosolica
involucrada en la eliminacion de los radicales libres. Los estudios poblacionales
estiman que dichas mutaciones estan presentes en alrededor del 20% de los
pacientes con ELAf y el 1% de los que presentan ELAe (Chio et al. 2008;
Morgan and Orrell 2016). Aunque se han descrito mas de un centenar de

mutaciones en SOD1 en la literatura (http://alsod.iop.kcl.ac.uk), solo una parte

de ellas tienen evidencia genética fiable de la patogenicidad (Andersen 2006).
No obstante, dado que SOD1 codifica una proteina de 153 aminoécidos, este
namero de mutaciones, la mayoria puntuales y distribuidas por todo el gen, es
notable y afectan a una variedad de dominios dentro de la proteina (Kirby et al.
2016; Marangi and Traynor 2015).

El descubrimiento de las mutaciones en la enzima SOD1 condujo al
desarrollo de modelos de roedores transgénicos, principalmente los
sobreexpresores del gen humano mutado relacionado con la ELA (utilizado en
esta tesis). Estos roedores transgénicos desarrollan un fenotipo similar a la
ELA que incluye la degeneracion de las neuronas motoras, la neuroinflamacion,
la pardlisis severa y la muerte prematura (Dal Canto and Gurney 1995; Gurney
et al. 1994).

La mayoria de las mutaciones no provocan pérdida de funcion de la
enzima, por lo que se ha propuesto que la patogenicidad actie a través de una
ganancia toéxica de la funcion de la misma. El estrés oxidativo fue uno de los
primeros mecanismos propuesto para la SOD1 mutada; no obstante, en los
altimos afios se han implicado a los procesos involucrados en la maquinaria de
degradacion proteica celular: el sistema ubiquitina proteosoma y la autofagia
(Bendotti et al. 2012; Chen et al. 2012), implicando la denominada proteostasis.
Otros mecanismos propuestos incluyen: la excitoxicidad, la agregacion de
proteinas, la neuroinflamacion, disfuncion mitocondrial, desregulacion del

transporte axonal y estrés del reticulo endoplasmico (ER) (Kaur et al. 2016).


http://alsod.iop.kcl.ac.uk/
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CO0RF72

La causa mas comun de ELAf conocida hasta la fecha es la expansion
repetitiva no codificante del hexanucledtido GGGGCC en el gen COORF72.
Esta mutacion se ha identificado en el 37,6 % de las ELAf y en el 6,3 % de la
ELAe aunque no es patognomonica de ELA, ya que también se ha detectado
en el 25,1% de los casos de DFT (Majounie et al. 2012). La presencia de mas
30 repeticiones generalmente se considera patogénica y en pacientes con ELA
las repeticiones estan en el rango de 200 y 5000 (Cooper-Knock et al. 2014).

La funcion del gen CO9ORF72 no esta bien establecida; sin embargo,
recientes andlisis sugieren que este gen codifica para una proteina, que podria
funcionar como un factor de intercambiador de nucle6tidos GDP-GTP, que
regulan las proteinas Rab-GTPasas involucradas en el trafico vesicular (Kirby
et al. 2016; Levine et al. 2013). Ademas, experimentos en modelos de ratén
transgénico y pez cebra han demostrado que COORF72 se expresa de manera

abundante en neuronas. (Ciura et al. 2013; Suzuki et al. 2013).

Los mecanismos por los cuales la repeticion del hexanucleétido intronico
en cuestion causa neurodegeneracion es fuente de debate en tiempos
recientes. Varias hipotesis apuntan a que la enfermedad puede ocurrir, tanto
por una pérdida de funcién de COORF72, como por mecanismos de ganancia
de funcion del gen (Mizielinska and Isaacs 2014). La pérdida de funcion es
respaldada por la disminucion de los niveles de ARN mensajero (ARNmM) de
C90RF72 en células y tejidos derivados de pacientes con ELA (Mizielinska and
Isaacs 2014). Asimismo, se ha demostrado que la proteina C9ORF72 regula el
flujo autofagico, tanto en ratones knock down, como en neuronas derivadas de
pacientes con ELA asociada a COORF72 (Sullivan et al. 2016; Webster et al.
2016), de nuevo sugiriendo que la proteostasis puede estar comprometida en

estas formas de la enfermedad.

En pez cebra y en C. elegans se ha demostrado que el knock down del
homologo del gen CO9ORF72, provoca disfuncion motora (Ciura et al. 2013;
Therrien et al. 2013). Sin embargo, otros estudios realizados en ratones

transgénicos, en los cuales el gen C9orf72 fue especificamente silenciado en
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las neuronas y células gliales no mostraron evidencia de un fenotipo

neurodegenerativo (Koppers et al. 2015).

Por otro lado, la toxicidad mediada por una ganancia de funcion esta
fundamentada en la formacion de agregados de ARN repetidos, denominados
focos de ARN, en nucleos neuronales, que secuestran proteinas de unién al
ARN importantes. Diversos estudios han visualizado focos de ARN de
CO90RF72 en varias regiones del sistema nervioso de pacientes con ELA,
(comentada en (Mizielinska and Isaacs 2014)). Ademas, la presencia de focos
en motoneuronas de pacientes se ha correlacionado con la deslocalizacion de
TDP-43, lo cual es una de las principales caracteristicas patologicas de la ELA
(Cooper-Knock et al. 2015).

Una de las hip6tesis mas recientes que vincula la expansion repetitiva de
C90RF72 con la ELA se basa en el fendmeno de la traduccion no-ATG que
experimenta este gen. Este es un tipo de tipo de traduccién no convencional
gue se produce en ausencia de un codén AUG de inicio (Zu et al. 2011) y
produce proteinas de repeticién de dipéptidos (DPR por sus siglas en inglés)
(Gendron et al. 2013; Mori et al. 2013a). Diversos estudios han demostrado que
las proteinas DPR, productos de la traduccion CO9ORF72, son tdxicas en
modelos celulares y causan neurodegeneracibn en modelos de mosca
Drosophila (Kwon et al. 2014; Mizielinska et al. 2014). Ademas, estas proteinas
son propensas a la agregacion (Mori et al. 2013a) y se acumulan en inclusiones
insolubles en varias zonas del tejido nervioso de pacientes con ELA y DFT
(Mori et al. 2013b; Zu et al. 2013). Los agregados citoplasmaticos de algunas
de estas proteinas pueden ejercer su toxicidad mediante la inhibicién de la
importacion nuclear de la proteina TDP-43, como se demuestra en un estudio
reciente (Khosravi et al. 2016). Con todo, la agregacion y la distribucion
anOmala de proteinas podria ser un factor comun en el desarrollo de la ELA,

con independencia de la causa génica primaria.
TARDBP

Uno de las caracteristicas neuropatolégicas de la ELA es la acumulacion

de agregados proteicos en forma de cuerpos de inclusién citoplasmaticos,
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positivas a ubiquitina, en las motoneuronas y la glia de pacientes que padecen
la enfermedad (Leigh et al. 1988; Lowe et al. 1988). En el afio 2006 se
identific6 a TDP-43 como uno de los principal componentes de los cuerpos de
inclusion, depositadas no solo en las motoneuronas de pacientes con ELA, sino
también en neuronas corticales en pacientes con DFT, (Arai et al. 2006;
Neumann et al. 2006a). A dia de hoy, es aceptado que la mayoria de los casos
(97 %), tanto de ELAe como de ELAf, contienen inclusiones citoplasmatica
positivas a TDP-43 (Guo and Shorter 2016), y por tanto, su presencia en una

muestra necropsica sugiere la existencia de la enfermedad.

TDP-43 es una proteina de uniébn al ARN constituida por 414
aminoacidos y codificada por el gen TARDBP, cuya estructura y funcion se
desarrollaran en apartados posteriores. Al igual que muchas otras proteinas de
union al ARN, TDP-43 pertenece al grupo de las proteinas ribonucleoproteinas
heterogéneas (hnRNP de sus siglas del inglés), las cuales desempefan un
papel importante en la estabilidad, el transporte y la regulacién del splicing del
ARN asi como en el procesamiento de microARN (Buratti 2015; Buratti and
Baralle 2012). De localizacion predominantemente nuclear, TDP-43 se halla
deslocalizada y agregada en el citoplasma de los pacientes con ELA, formando
parte de los cuerpos de inclusion; donde la proteina se rompe para generar
fragmentos C-terminales de 25 y 35 kDa que presumiblemente contribuyen a la
agregacion y a la toxicidad (Igaz et al. 2009). Ademas, TDP-43 se encuentra
hiperfosforilada y anormalmente ubiquitinizada lo cual constituye unas de las

caracteristicas distintivas de la ELA.

El descubrimiento de TDP-43 como principal componente de las
inclusiones citoplasmaticas, condujo al descubrimiento de mutaciones en
TARDBP en familias autosomicas dominantes con ELAf y DFT (Chio et al.
2010; Sreedharan et al. 2008).

Hasta la fecha se han identificados 53 mutaciones en TARDBP

(http://alsod.iop.kcl.ac.uk/Overview/gene.aspx?gene id=TARDBP#gene-

report), la mayoria de ellas son missense mutations y se encuentra en el
dominio C-terminal, que esta implicado directamente en la unién y la funcién de

las ribonucleoproteinas (Kuo et al. 2009).


http://alsod.iop.kcl.ac.uk/Overview/gene.aspx?gene_id=TARDBP#gene-report
http://alsod.iop.kcl.ac.uk/Overview/gene.aspx?gene_id=TARDBP#gene-report
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Figura 1. Expresion de TDP-43 en condiciones fisiologicas y patoldgicas. En contextos
fisiologicos TDP-43 reside en el nucleo donde participa en la expresion de genes a nivel
transcripcional, regulando el splicing de ARN. TDP-43 puede realizar un intercambio
de posicion entre el nlcleo y el citoplasma, donde se asocia al ARNm brindandole
estabilidad. Bajo condiciones patoldgicas, TDP-43 abandona el nicleo y se acumula en
el citoplasma en el cual se encuentra fragmentado, hiperfosforilado y ubiquitinado
(Chen-plotkin et al. 2010).

Las mutaciones dominantes en TDP-43 aunque son raras, son
suficientes para provocar formas familiares de la enfermedad asociadas a los
agregados de TDP-43 (Al-Chalabi et al. 2012). Estas representan
aproximadamente el 3 % en casos de ELAf y el 1,5 % en los casos
esporadicos. Esta cifra se ha mantenido relativamente constante en el tiempo,
aungue puede variar de un estudio a otro (Lattante et al. 2013). A pesar que las
mutaciones familiares en este gen se encuentran repartidas geograficamente a
nivel global, se ha encontrado cierta variabilidad regional. Por ejemplo, la
mutacion A382T de la proteina es particularmente frecuente en Cerdefa, Italia;
reflejando la naturaleza conservada de la poblacion de la isla, combinada con
un efecto founder (Chio et al. 2011). El descubrimiento de nuevas mutaciones
asociadas a la enfermedad, que desencadenan la agregacion de proteinas,
representan nuevas oportunidades para dilucidar el efecto y el mecanismo de

accion de la agregacion de proteinas en la ELA.
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1.2. Fisiopatologiadela ELA. TARDBP

La fisiopatologia de la ELA es compleja y a dia de hoy, parcialmente
comprendida. Los mecanismos de neurodegeneracion incluyen tanto a las
motoneuronas como a células no neuronales del sistema nervioso. Como
ocurre en otras enfermedades neurodegenerativas, la agregacion de proteinas
en la ELA, es una de las principales caracteristicas histopatologicas que se
observan en neuronas de tejido post mortem de pacientes, tanto de ELAf como
de ELAe (Leigh et al. 1988; Neumann et al. 2006a). Los agregados proteicos,
comunmente denominados inclusiones o cuerpos de inclusion, son estructuras
densas, redondeadas y positivas a ubiquitina que se encuentran
predominantemente en neuronas de varias zonas del sistema nervioso como
la corteza frontal y temporal, el hipocampo, tronco cerebral y medula espinal,
(revisado en Saberi et al. 2015). Ademas, estas inclusiones se han localizado,
no solo en neuronas, sino también en células gliales de la medula espinal de
pacientes (Arai et al. 2006). En modelos animales se ha demostrado que los
agregados proteicos aparecen al inicio de la enfermedad y se acumulan
progresivamente hasta la fase final de la misma (McGoldrick et al. 2013).

Como se ha citado anteriormente, en 2006 dos grupos independientes
identificaron a la proteina TDP-43 como el principal componente de los cuerpos
de inclusion tanto en motoneuronas de pacientes de ELA como en las
neuronas corticales de DFT (Arai et al. 2006; Neumann et al. 2006b), lo cual
marcO un hito en la investigacién y la compresion de estas enfermedades. Es
conocido que las inclusiones positivas a TDP-43 se encuentran en el 97 % de
los casos de ELA, tanto de la forma familiar como la esporadica. (Mackenzie et
al. 2007; Maekawa et al. 2009). Las principales excepciones son los casos
causados por mutaciones en SOD1 o FUS; revisado en Scotter et al. 2015). El
hecho que esta enfermedad muestre agregados proteicos es una caracteristica
comun con otras patologias neurodegenerativas, en la que los agregados, sea
de proteinas concretas como beta-amiloide, o tau, constituyen una de las
herramientas de diagnéstico méas utiles. Por otro lado, la asociacion entre
neurodegeneracién y alteracion de la proteostasis en forma de agregado,
sugiere la importancia de la relaciébn entre mantenimiento de los niveles

fisiologicos de una proteina en citosol y la capacidad de supervivencia de la



INTRODUCCION

neurona, potencialmente alterada en procesos como el envejecimiento y/o la

neuroinflamacion.
TDP-43. Estructuray Funcion

TDP-43 es una proteina nuclear de unién al ARN y al ADN que es
ubicuamente expresada y codificada por el gen TARDBP, localizado en el
cromosoma 1 (Ou et al. 1995). A nivel evolutivo, esta proteina esta altamente
conservada con una evidente secuencia de homoélogos en ratones, pez cebra,
mosca de la fruta y gusano. Estructuralmente, es una proteina de 43 kDa que
consta de 414 aminoacidos y pertenece a la familia de las ribonucleoproteinas
(Vanden Broeck et al. 2014).

La funcion de TDP-43 esta relacionada con su estructura; la proteina
presenta dos dominios de reconocimiento de ARN, una secuencia de
localizacion nuclear (SLN), una sefial de exporte nuclear y unos dominios C-
terminales ricos en glicina asi como el dominio N-terminal, que median la
interaccion entre proteinas y juega un papel importante en las propiedades de

agregacion de estas. (Figura 2). (Romano et al. 2015).
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Figura 2. Esquema de la estructura de TDP-43. La proteina TDP-43 presenta dos dominios de
reconocimiento de ARN (RRM) involucrados en el splicing de ARN, la autoregulacion y la
agregacion. Una secuencia de localizacién nuclear (NLS) que controla el transporte entre el
nicleo y el citoplasma. Un dominio C-terminal rico en glicina propenso a las mutaciones y a la
fosforilacién. Un dominio N-terminal, que median la interaccion entre proteinas y juega un
papel importante en el plegamiento y las propiedades de agregacion de esta proteina
(Mackenzie et al. 2010).
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El dominio C-terminal rico en glicina contiene la mayoria de las
mutaciones conocidas. Estas mutaciones funcionan como inhibidores de la
union por interaccion, con las proteinas de la familia hnRNP en la formacion de

un complejo rico en hnARN (Buratti et al. 2005) (Figura 3).

Estas estructuras permiten la union de la proteina al ARN y al ADN, y
por ende su funcion, la cual esta implicada en el metabolismo del ARN; tanto
en el splicing del ARN, la represion transcripcional, la sintesis de micros ARN y
el intercambio de ARNm entre el citoplasma y el nucleo. Una de las primeras
funciones reconocidas de TDP-43 fue como modulador, tanto in vitro como in
vivo, del gen del virus de la inmunodeficiencia humana-1 (Ou et al. 1995).
Posteriormente se demostré6 que TDP-43 reprime la transcripcion del gen de
raton Spl0 de raton, involucrado en la espermatogénesis (Abhyankar et al.
2007) y de la ciclina humana dependiente de quinasa 6 (CDK6), enzima

implicada en el ciclo celular (Ayala et al. 2008a).
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Figura 3. Representacion esquematica de los dominios de TDP-43 y las mutaciones genéticas
asociadas con la ELA. Las mutaciones se resumen por los cambios que provoca en la proteina y
se muestran en su posicion relativa (Mackenzie et al. 2010).

A nivel transcripcional, TDP-43 controla los niveles de expresion y las
variantes de splicing de muchos genes que, a su vez, codifican para proteinas
de unioén al ARN, autorregulando por ejemplo, sus propios niveles de proteina
(Ayala et al. 2011b). Ademas, regula los niveles de expresion serine—
arginine-rich splicing factor 1) SRSF1, polipirimidina de unién al tracto (PTB), y
hnRNP L. (revisado en (Guerrero et al. 2016)). Recientemente se ha
demostrado, mediante un modelo de pérdida de funcién in vitro, que TDP-43
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altera sustancialmente los niveles de expresion de isoformas en cuatro genes,
involucrados en la apoptosis y en la mitosis celular (De Conti et al. 2015).
Asimismo, TDP-43 también promueve el procesamiento de precursores de
micro ARN (miARN), mediante la interaccion con los complejo nucleares
Drosha y Dicer y por unién directa a los miARN primarios, lo cual le confiere a
esta proteina un papel esencial para el crecimiento neuronal (Kawahara and
Mieda-Sato 2012) (Figura 4).
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Figura 4. Funciones biologicas de la proteina TDP-43. Funciones biolégicas de la proteina TDP-
43. A: TDP-43 pertenece a la familia de hnRNP, las cuales regulan el splicing de ARN en el
nicleo celular. B: TDP-43 se une a secuencias de ARNm en el citoplasma jugando un papel en
la estabilidad de este, bajo condiciones de estrés. C: Se piensa que TDP-43 participa en el
trafico de ARNm, debido a su rapido desplazamiento entre el ndcleo y el citoplasma. D: TDP-
43 es también un componente del complejo Drosha, que funciona para procesar micro ARNs
primarios. E: TDP-43 puede actuar como un represor transcripcional mediante la unién a
secuencias de promotor de ADN de cadena sencilla (ssSDNA). F: Ademas, TDP-43 colocaliza
con granulos de estrés en el citoplasma, los cuales secuestran y protegen al ARNm bajo
condiciones de estrés.

Recientemente se identific6 que TDP-43 actia como un supresor del
splicing de exones cripticos no conservados, manteniendo asi la integridad del
exon (Ling et al. 2015). Los exones cripticos son secuencias no conservadas,
cuya expresion puede dar lugar a transcripciones de ARNm defectuosas que se
deterioran y por lo tanto se eliminan mediante la maquinaria de degradacion del
ARNmM mediada por mutaciones terminadoras. La represion de exones cripticos
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esta comprometida en casos de ELA, sugiriendo que el splicing de estos ARNm
pudiera subyacer como posible mecanismo de la patologia de TDP-43 (Ling et
al. 2015).

La importancia de TDP-43 durante el desarrollo embrionario es
fundamental, dado que los ratones knock-out homocigoticos de este gen, son
letales a nivel embrionario entre los dias 3,5y 6,5 (Wu et al. 2009). Ademas, la
supresion postnatal de TARDBP en ratones provoca una dramatica pérdida de
masa corporal, seguida de mortalidad acelerada. De manera similar, células
madres embrionarias TARDBP”" son incapaces de proliferar (Chiang et al.
2010).

Como se ha mencionado anteriormente, TDP-43 se localiza
principalmente en el nucleo, donde esté involucrada en el metabolismo del
ARN. Sin embargo, es conocido su movimiento desde el nucleo hacia el
citoplasma y viceversa (Lagier-Tourenne et al. 2010). La funcion de TDP-43 en
el citoplasma no esta del todo elucidada; sin embargo, un estudio en el afio
2010 demostré, mediante un enfoque protedbmico global, que es capaz de
interactuar con varias proteinas implicadas en la traduccion a nivel
citoplasmatico (Freibaum et al. 2010). Ademas, investigaciones en esta linea
han informado que el TDP-43 en el citoplasma, puede detener la traduccién de
proteinas especificas a través de la union de TDP-43 al ARNm, en secuencias
especificas UG/GU y mediante el reclutamiento del complejo CYFIP1-FMRP, el
cual esta involucrado en la activacion y represion de la traduccion de proteinas
(Coyne et al. 2014; Majumder et al. 2016). Asimismo, un estudio reciente ha
demostrado que un aumento de TDP-43 citoplasmatico, reprime la sintesis
global de proteinas en neuronas primarias y células de neuroblastoma humano
SH-SY5Y, mediada por una interaccién con la proteina ribosomal RACK1 en

los ribosomas (Arianna et al. 2017).

Atendiendo a muchos de los estudios relacionados con ELA, la proteina
TDP-43, ha sido asociada con unas estructuras citoplasmaticas denominadas
granulos de estrés (GE) (figura 5), en médula espinal de pacientes de esta
enfermedad (Bentmann et al. 2012; Liu-Yesucevitz et al. 2010). Los GE son

unas estructuras citoplasmaticas y dinamicas temporalmente, que contienen
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ARN vy proteinas de union al ARN (Bentmann et al. 2013). Dichas estructuras
estdn presentes en todas las células eucariotas y no se encuentran
encapsuladas por una doble membrana. Los GE son formados en respuesta al
estrés ambiental celular facilitando asi, la sobrevivencia celular; al priorizar la
sintesis de proteinas protectoras del estrés, tales como, proteinas de choque
térmico y chaperonas. Del mismo modo, almacenan de manera temporal el
ARNmM que codifica para proteinas house-keeping previniendo de este modo la
acumulacion de proteinas mal plegadas que puede llevar a la formaciéon de
agregados (Ayala et al. 2008b; Chen and Liu 2017; Kedersha and Anderson
2002).
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Figura 5. TDP-43 y granulos de estrés. TDP-43 y otras hnRNP (TIA-1 y G3BP1) residen en el
nucleo bajo condiciones basales. Bajo condiciones de estrés, TDP-43 abandona el ndcleo. En el
citoplasma se une al ARNm libre para formar los GE, a través de los dominios ricos en glicina.
El proceso de formacion de GE es reversible, pero el estrés prolongado conduce a la maduracion
e incorporacion de otras proteinas y modificaciones post-traduccionales y la formacién de
agregados. Los GE maduros interactian con los sistemas autofagicos y apoptéticos
(Vanderweyde et al. 2013).

Se ha demostrado que TDP-43 se localiza y participa en la formacion de
los GE bajo diferentes estimulos estresores, como por ejemplo el estrés
oxidativo (Budini et al. 2014; Colombrita et al. 2009), el estrés osmatico (Dewey
et al. 2011; Goulet et al. 2008), el estrés mitocondrial (Chalupnikova et al.
2008), el estrés de reticulo (ER) (Goodier et al. 2007), inhibicion del
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proteosoma (Colombrita et al. 2009; Fournier et al. 2010) , entre otros;
revisado en (Aulas and Vande Velde 2015). Por ello, la formacion de los GE
podria ser de gran importancia para la ELA, como una probable hipétesis del
origen de las inclusiones citoplasmaticas, tipicas de la enfermedad. Una
situacion de formacion de GE sostenida dentro de las células, podria culminar
en irreversible agregaciéon de TDP-43 (Bentmann et al. 2013; Li et al. 2013).
(Figura 5). Globalmente, se sugiere que la participacion de diversos estreses
celulares, desarrollados posteriormente en esta introduccion, podria conllevar
uno de los motores de la pérdida de protedstasis, asociable a la presencia de

agregados en ELA.

Como se ha planteado anteriormente, la fragmentacion y la agregacion
citoplasmatica de TDP-43 y los cambios post transduccionales caracteristicos
(hiperfosforilacion y  ubiquitinizaciébn), son la signo citopatoldgico
patognomonico de la ELA y de la DFT (Neumann et al. 2006b). Sin embargo, el
papel de TDP-43 en los mecanismos fisiopatoldgicos de neurodegeneracion, es
causa de debate en la actualidad y varios escenarios han sido puestos en
discusion. El proceso puede ser desencadenado por una ganancia de funcion
de TDP-43, referido a la eventual toxicidad de los agregados; también puede
ser debido a una pérdida de funcién, pertinente a la deslocalizacién, o por una
combinacion de estos dos contextos; ya que necesariamente no son
mutuamente exclusivos y pueden coincidir en el mismo tiempo, resultando en la

muerte de las neuronas motoras (Buratti 2015; Buratti and Baralle 2009).

Aunque los agregados proteicos constituyen unas de las principales
caracteristicas clinicas de la ELA, estos pueden no ser necesariamente toxicos
a las motoneuronas, segun varios autores (Guo et al., 2010; Kaus y Sareen,
2015). Por el contrario, su formacion podria ser un fendmeno neuroprotector, y
los culpables reales pueden ser formas oligoméricas mas pequefias de
proteinas mal plegadas (Ciechanover y Kwon, 2015; Guo et al., 2010). En este
sentido cabe recordar que algunos de estos agregados se encuentran en las
neuronas que han sobrevivido en la enfermedad, con lo que no es destacable

su papel protector.
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Mecanismos de Toxicidad

A pesar de los avances en la comprension de las enfermedades
neurodegenerativas y especificamente de la ELA, los mecanismos por los
cuales se forman los agregados y se desencadena la neurodegeneracion,
siguen siendo del todo incomprendidos a dia de hoy. Algunos mecanismos que
provocan o contribuyen al mal plegado de proteinas y a la agregacion de estas,
han sido propuestos por diversos investigadores. Entre estos mecanismos se
encuentran las mutaciones génicas, la deslocalizacién celular, el estrés celular,
la oxidacion de proteinas y la desregulacion proteosomal y de la autofagia
(Lilienbaum 2013; Soto 2003; Valastyan and Lindquist 2014).

A continuacién se describiran la base de algunos de los estreses
celulares implicados en la etiopatogenia de la ELA. Pese a que dicha
enumeracion no pretende ser exhaustiva, al no presentarse todos los tipos de
estrés implicados previamente en la pérdida motoneuronal, si que comprende

un conjunto comun de factores implicados por varios autores.
Estrés oxidativo

Las mitocondrias son la fuente principal de especies reactivas de
oxigeno (ROS) intracelular y se cree que contribuyen al 90% de las ROS
generadas dentro de la célula (Kandola et al. 2015). Son organulos dinamicos,
recubiertos por una doble membrana, que se encuentran dentro del citoplasma
de las células eucariotas. La funcion primaria de las mitocondrias es la
produccion de energia celular, en forma de adenosina trifosfato (ATP), a través
de la fosforilacion oxidativa (Birch-Machin and Swalwell 2010). EI metabolismo
del oxigeno en las mitocondrias conduce a la generacion de las ROS de
manera natural; las cuales participan en funciones fisioldgicas de sefalizacion

celular y de la homeostasis del oxigeno (Kammeyer and Luiten 2015).

El estrés oxidativo generado por el exceso de ROS es contrarrestado por
moléculas antioxidantes intracelulares. Sin embargo, elevados niveles de ROS
pueden sobrepasar los mecanismos antioxidantes, conduciendo a un
desequilibrio en la homeostasis del oxigeno y a un ambiente oxidativo dentro

de la célula (Kammeyer and Luiten 2015). Los radicales libres, entre ellos los
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ROS, pueden causar dafio oxidativo a través de una variedad de mecanismos.
La oxidacion de los lipidos, por ejemplo, puede dafar las estructuras celulares
y dar lugar a la muerte celular prematura. Ademas, la interaccién con los acidos
nucleicos nucleares y mitocondriales, pueden resultar en mutaciones o ruptura

de doble cadena (Birch-Machin and Bowman 2016).

El sistema nervioso central es particularmente susceptible al estrés
oxidativo debido a que las membranas neuronales contienen una gran
abundancia de &cidos grasos poliinsaturados, especialmente &cidos
araquidonico y docosahexaenoico. Ademas, consume oxigeno a un ritmo
elevado y contiene altas concentraciones de metales de transicion redox activo,
lo que contrasta con una concentracion relativamente baja de antioxidantes
(Contestabile 2001; Cosgrove et al. 1987).

El estrés oxidativo parece estar intimamente ligado a una serie de
eventos celulares en las motoneuronas que contribuyen a la degeneracion
neuronal (Barber and Shaw 2010). De hecho, varios andlisis de tejido post
mortem neuronal de pacientes con ELAe, han mostrado dafio oxidativo a nivel
de lipidos y proteinas (llieva et al. 2007; Shaw 2005). De la misma manera,
segun un estudio, se ha demostrado que el dafio al ADN, evaluado por los
niveles de 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-OHdG), en plasma, orina y liquido
cefalorraquideo (LCR), de pacientes con ELA, fue significativamente elevado
en comparacion con los casos controles, segun un estudio del afio 2000
(Bogdanov et al. 2000a). Los autores manifestaron que los niveles plasmaticos
y urinarios de 8-OHdG, se incrementaron significativamente con la progresion
de la enfermedad y se correlacionaron con la gravedad de esta (Bogdanov et
al. 2000a).

Por otro lado, un estudio realizado en 11 pacientes de ELA demostro
gue los niveles de glutatibn en la corteza motora, estan disminuidos en
comparacion con voluntarios sanos (Weiduschat et al. 2014). El glutatién es un
secuestrador de radicales libres, que participa activamente en la regulacion del
estado redox intracelular. Ademas, la disminucion de glutatibn en cultivos
neuronales, induce la formacion de inclusiones citoplasmaticas de TDP-43,
tipico en pacientes de ELAe (lguchi et al. 2012). Estos hallazgos sugieren que
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la modificacion oxidativa pueda ser uno de los principales mecanismos

celulares implicado en la degeneracion de las motoneuronas.

Una consecuencia del estrés oxidativo en las células, es la produccion
de alteraciones estructurales en proteinas secundarias a la oxidacion,
conllevando una mayor propension a agregarse debido a la formacion de
enlaces cruzados covalentes, que son resistentes a la protedlisis (Grune et al.
2003; Parakh et al. 2013). En relacién con TDP-43, se ha demostrado que un
ambiente oxidativo celular, provoca la oxidacion de residuos de cisteina en esta
proteina, con la consecuente formacion de puentes disulfuros anémalos, lo que
conlleva a la agregacién y a la pérdida de funcionalidad de la proteina (Cohen
et al. 2012). La oxidacién también se asocia a la acetilacion de la TDP-43 en
dos residuos de lisina especificos, que se localizan dentro de los dominios de
union a ARN; provocando de igual manera, agregacion y pérdida de funcion,

debido a una disminucién en la solubilidad de la proteina (Cohen et al. 2015).

La susceptibilidad de TDP-43 al estrés oxidativo se ha demostrado en
diferentes modelos celulares mediante el empleo de compuestos oxidantes
tales como arsenito, paraquat y peréxido de hidrogeno (Meyerowitz et al. 2011).
En la mayoria, el estrés oxidativo provoca la deslocalizacion del TDP-43 desde
el nucleo hasta el citoplasma y aumenta su tendencia a agregarse y es
probable que en estas condiciones se produzca una alteracion de uno o mas

pasos del procesamiento del ARN (Colombrita et al. 2009).

Sin embargo, la alteracibn de TDP-43 per se puede provocar estrés
oxidativo. Por ejemplo, la expresién de mutantes de TDP-43 en cultivo de
células similares a la motoneuronas, induce estrés oxidativo, dafio mitocondrial
y acumulacion nuclear del factor nuclear relacionado con E2 (Nrf2) que es un
inductor y modulador del estrés oxidativo (Duan et al. 2010). En un modelo de
levadura se demostré que la expresion de TDP-43 dio lugar a la formacion de
agregados perinucleares y perimitocondriales e induccién de estrés oxidativo y
citotoxicidad, que culminé en vias de apoptosis y necrosis (Braun et al. 2011).
La expresion de TDP-43 en motoneuronas de moscas Drosophila, condujo a un
incremento de marcadores de estrés oxidativo como la carbonilacion de

proteinas y de la enzima Glutathione S transferase D1 (Zhan et al. 2015).
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Estos datos indican la importancia del estrés oxidativo en la toxicidad celular
mediada por TDP-43 y establecen un nexo bidireccional entre estrés oxidativo y

alteracion proteostéatica de TDP-43.

Dado el papel relevante de la mitocondria en la produccién de radicales
libres, en la patologia de la ELA se ha reportado varios grados de disfuncion
mitocondrial en modelos experimentales in vitro e in vivo, aunque el mecanismo
aun no ha sido del todo esclarecido. Por ejemplo, en la médula espinal de
pacientes con ELA, se ha reportado disminucion de las actividades de los
complejos mitocondriales I, Il, lll y IV y de la enzima citrato sintasa (Borthwick
et al. 1999; Wiedemann et al. 2002). De igual manera, se han demostrado
defectos en la fosforilacion oxidativa a nivel de los complejos mitocondriales en
el modelo murino de ELAf, SOD1G93A. En este estudio los autores
evidenciaron una reduccioén en la respiracion y la sintesis de ATP (Mattiazzi et
al. 2002). Ademas, varios estudios han demostrado fragmentacion mitocondrial
en modelos celulares y animales que expresan la SOD1 mutada asociada a la
ELAf; revisado en (Jiang et al. 2015). Asimismo, la sobreexpresion de un
mutante de TDP-43 asociada a la ELA, también causé fragmentacion
mitocondrial en ratones y motoneuronas in vitro (Magrane et al. 2014; Wang et
al. 2013; Xu et al. 2010). La fragmentacién mitocondrial observada en los
modelos experimentales de la ELA, sugiere un desequilibrio entre los procesos
de fusion y fision mitocondrial. Estos son procesos dinamicos que regulan el
crecimiento y la distribucion mitocondrial y ayudan a mantener la red

mitocondrial (van der Bliek et al. 2013).

Un estudio reciente demostr6 que TDP-43 se acumula en las
mitocondrias neuronales de pacientes con ELA y DFT. Los autores
demostraron que tanto el TDP-43 wild type como el mutado, se unen a los
ARNmM que codifican para las subunidades del complejo respiratorio ND3 y
ND6, perjudicando su expresion y provocando el desmontaje especifico del
complejo I. Ademas, la supresion del TDP-43 en la mitocondria, elimina la
disfuncion mitocondrial y mejora los fenotipos de ratones TDP-43 mutantes
transgénicos. A raiz de estos resultados, los autores proponen un vinculo
directo entre la toxicidad TDP-43 y la bioenergética mitocondrial; ademas,

proponen la orientacion de la localizacion mitocondrial de TDP-43 como un
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enfoque terapéutico prometedor para la neurodegeneracion (Wang et al.
2016b).

Autofagia

La proteostasis en las neuronas y en otras células post mitéticas en
general, esta determinada por dos vias fundamentales de degradacion de
proteinas, para la eliminacion de agregados proteicos: el sistema de ubiquitina-
proteasoma (UPS por sus siglas en inglés) y la degradacion lisosomal asociada
a autofagia (autofagia). EI UPS por lo general, media la degradacion de las
proteinas de vida corta conjugadas con ubiquitina, aunque existe una via
proteasomal independiente de ubiquitinizacion, la basada en el 20S
proteosoma, que actla sobre proteinas modificadas por estrés oxidativo
(Ruckenstuhl et al. 2014).

El sistema basado en la autofagia, se dirige preferencialmente a las
proteinas de larga vida y organulos dafiados (Rubinsztein 2006). La disfuncién
de estas vias catabdlicas ha sido implicada en la patogénesis de varias
enfermedades neurodegenerativas como Enfermedad de Alzheimer, la
enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Huntington, la ELA, entre otras
(Otten et al. 2016; Rubinsztein 2006), ya que en todas ellas se objetivan la
presencia de agregados citoplasmaticos, posiblemente relacionados con

disfuncién autofégica.

La autofagia es un proceso catabdlico altamente conservado desde las
levaduras y hongos a plantas y mamiferos siendo responsable de la
degradacion lisosomal de proteinas y organulos dafiados (Yang and Klionsky
2010). Aunque se considera principalmente como un proceso de proteccion,
que permite a las células sobrevivir ante diversos estresores, 0 incluso ante
una situacion de deprivacion de nutrientes, una insuficiente o excesiva
degradacion autofagica puede llevar a diversos grados de dafios a la

estabilidad y la integridad de las células. (Yang and Klionsky 2010).

La autofagia se ha clasificado en tres subtipos, en dependencia del
mecanismo de liberacion del contenido a degradar en los lisosomas: la

autofagia mediada por chaperonas, la microautofagia y la macroautofagia. La
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autofagia mediada por chaperonas, implica el direccionamiento directo de los
sustratos a degradar al lisosoma, a través de chaperonas citosélicas
intermediarias, como la proteina de choque térmico 70 (HSC70) (Kaushik and
Cuervo 2012). La microautofagia se refiere a la internalizacion directa de las
proteinas al lisosoma, mediante una invaginacion de la membrana lisosomica
(Li et al. 2012). Por su parte, la macroautofagia, es la mas estudiada y es
denominada comunmente como autofagia. La macroautofagia estd mediada
por un reordenamiento de las membranas subcelulares, que da lugar a una
estructura de doble membrana denominada autofagosoma (Ravikumar et al.
2009). Los autofagosomas engullen regiones del citoplasma y se fusionan con
el lisosoma para convertirse en el autofagolisosoma, donde se degradan los
contenidos (Otten et al. 2016). (Figura 6).
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and degradation
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Figura 6. Representacion esquematica del flujo autofagico. El flujo autofagico consta de varias
fases a través de su desarrollo. Una fase de iniciacion donde se aisla una estructura de doble
membrana denominada fag6foro. Este proceso puede ser estimulado por causas ambientales
como la falta de nutrientes. El fagoforo entonces envuelve componentes citoplasmaticos, que
incluyen tanto pequefios desechos celulares como grandes organelos, en una vesicula llamada
autofagosoma. Esta fase es coordinada por varias proteinas de conjugacion, homélogas a
ubiquitina, que incluye a la proteina de cadena ligera asociada a microtubulos, LC3, la cual es
esencial para el estudio de la autofagia. El autofagosoma que contiene la carga a degradar, se
fusiona con el lisosoma formando el autolisosoma donde las proteinas lisosomales degradan los
componentes, completando la macrofagia (Choi and Ryter 2013).

Aungue la autofagia fue inicialmente descrita como un mecanismo de
degradacion inespecifico, hoy en dia se han identificado varias formas
selectivas de autofagia. Asi, la REfagia, ribofagia, mitofagia, y la agrafagia,
hace mencién a la degradacion especifica del reticulo endoplasmico, los
ribosomas, las mitocondrias y los agregados proteicos, respectivamente (Stolz
et al. 2014). (Figura 7).
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El flujo autofagico esta mediado por mas de 30 proteinas y consta de
cinco fases: (1) la nucleacion, que es la formacion de una estructura de doble
membrana denominada fagéforo; (2) la expansién de la membrana del fagéforo
por la incorporacion de la proteina LC3-1l; (3) la maduracion de esta estructura
en el autofagosoma y el secuestro de material citoplasmico a degradar; (4) la
fusion del autofagosoma con el lisosoma, lo que resulta en la formacion de los
autofagolisosomas o autolisosomas y, por ultimo; (5) la degradacion de los
materiales bioldgicos secuestrados por las enzimas hidroliticas del lisosoma y

el reciclamiento de moléculas (Wong and Cuervo 2010). (Figura 7).
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Figura 7. Selectividad de la autofagia. El fagéforo o la estructura de doble membrana positiva a
LC3II, se forma alrededor de una carga autofagica especifica basada en receptores de autofagia.
Estos receptores (como p62) se caracterizan por su capacidad de interactuar simultdneamente
con modificadores de autofagia (LC3) y la carga selectiva, uniendo asi el creciente fagéforo y la
carga a degradar (ribosomas, mitocondrias, bacterias y virus, agregados de proteina, reticulo
endoplasmatico).

Algunos autores han sugerido que la disminucion funcional del sistema
autofagico dependiente de la edad, podria explicar la acumulacion de proteinas
anormales durante el envejecimiento y en enfermedades neurodegenerativos
(Frake et al. 2015). De hecho, la disfuncion de la autofagia ha sido vinculada a
varios trastornos neurodegenerativos, incluyendo aquellas relacionadas con
TDP-43 (Wang et al. 2010). El proteosoma es otro sistema intracelular

implicado en el reciclaje de proteinas. Al igual que la autofagia, la disfuncion de
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proteosoma también se ha relacionado con las anomalias tipicas de TDP-43
(Scotter et al. 2014).

Una potencial prueba fehaciente del papel de la autofagia en la
patogénesis de la ELA, es el hecho que muchos de los genes relacionados con
la ELAf estan implicados de alguna manera en la autofagia. (Tabla 2). Por
ejemplo, mutaciones en los genes UBQLN2, SQSTM1, OPTN y VPN, codifican
a proteinas que estan directamente implicados en la degradacion de proteinas;
ademas de los genes CHMP2B y FIG4 que son necesarios para la maduracién
del autofagosomas. Por otra parte, en motoneruronas de la médula espinal de
pacientes de ELA, se han detectado marcadores de autofagia, como la proteina
LC3-Il y p62, en las inclusiones citoplasmaticas; lo cual sugiere tanto una
activacion como una alteracion del flujo autofagico (Sasaki 2011). Igualmente,
en el modelo murino de ELAf SODG93A se ha demostrado un aumento de las
vacuolas autofagicas en las motoneuronas de la medula espinal, desde
estadios presintomaticos de la enfermedad (Li et al. 2008). En este mismo
modelo se ha demostrado, que la activacion de la autofagia disminuye los
niveles de la proteina SOD1 mutada y la toxicidad inducida por la misma
(Kabuta et al. 2006). Teniendo en cuenta que la autofagia depende de la
disponibilidad de determinados aminoacidos, como la metionina o la cisteina,
se ha demostrado que determinadas medidas antienvejecimiento, como la
restriccibn en metionina, requieren de autofagia conservada para su pleno
desarrollo (Ruckenstuhl et al. 2014).

Ademas, la evidencia sugiere que los agregados de TDP-43 son
sustratos de la autofagia. Un estudio en cultivo celular demostrd, que la
inhibicion de la autofagia conlleva a aumentos en la agregacion y la
insolubilidad de los fragmentos C-terminales de TDP-43; ademas de propiciar
la deslocalizacién desde el nlcleo hasta el citoplasma, lo cual sugiere que la
autofagia podria regular el equilibrio del transporte nucleocitoplasmético (Brady
et al. 2011; Ju et al. 2009). Los autores apuntaron que la via de degradacion
dependiente del proteosoma también desempefia un papel en la eliminacion de
los agregados de TDP-43, aunque en menor magnitud que la autofagia (Brady
et al. 2011). Sin embargo, segun un estudio realizado por Scotter y

colaboradores, el sistema UPS y la autofagia pueden tener papeles diferentes
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en la degradacion de TDP-43; mientras el UPS se encarga de lidiar con la
forma soluble de TDP-43, la autofagia es requerida para la eliminacién de los

agregados citoplasmaticos (Scotter et al. 2014).

De igual manera, en un modelo de neuronas primarias y de astrocitos,
Barmada y colaboradores demostraron que la induccion farmacoldgica de la
autofagia, redujo los niveles de agregacion y la deslocalizacion de TDP-43 y

previno la muerte celular asociada a esta proteina (Barmada et al. 2014).

Debido a que la autofagia podria paliar los efectos citotoxicos de los
agregados citoplasmaticos, se han postulado un gran nimero de compuestos
gue inducen el flujo autofagico, como una futura herramienta terapéutica. Uno
de los compuestos més estudiado con este fin es la rapamicina, la cual activa
la autofagia a través de la inhibicion de mTOR. Este compuesto se ha probado
en varios modelos de la ELA y otras enfermedades neurodegenerativas. Por
ejemplo, el tratamiento con rapamicina, redujo la toxicidad de las expansiones
de poliglutamina en modelos de mosca y de raton de la enfermedad de
Huntington (Ravikumar et al. 2004). También el tratamiento con rapamicina
suprimio los defectos cognitivos y redujo los niveles de beta amiloide en un
modelo de raton de la enfermedad de Alzheimer (Spilman et al. 2010). De
manera similar, el tratamiento con rapamicina atenudé los sintomas de
neurodegeneracion dopaminérgica en modelos in vitro e in vivo de la
enfermedad de Parkinson (Dehay et al. 2010). En la ELA, los resultados con
este farmaco no han sido concluyentes. La administracion de rapamicina a
ratones SOD1 G93A no generd ningun efecto benéfico obvio (Bhattacharya et
al. 2012), e incluso, causé resultados dafiinos en términos de progresion de la
enfermedad (Zhang et al. 2011). Sin embargo, la rapamicina retraso la
progresion de la enfermedad, aumenté la vida media y redujo la pérdida
neuronal y las alteraciones neuromusculares en un modelo murino que
sobreexpresa la proteina wild type en el TDP43 en prosencéfalo (Wang et al.
2012).

Otros activadores farmacolégicos de la autofagia evaluados en
diferentes modelos experimentales y con resultados beneficiosos incluyen: la
trehalosa (Zhang et al. 2014) , el valprotato (Wang et al. 2015) y el litio (Fornai
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et al. 2008). El estudio de los compuestos, que modifican o regulan el flujo
autofagico, provee importantes herramientas para el entendimiento y desarrollo

de nuevas terapias en la ELA y las enfermedades neurodegenerativas.
Estrés de reticulo

Como se ha reiterado previamente, una caracteristica compartida por
todos los pacientes que sufren de ELA, independientemente de su clasificacion
como esporadica o familiar, es la presencia de inclusiones en las
motoneuronas; formadas por proteinas agregadas mal plegadas, asociadas
con pérdida sinaptica y muerte neuronal (Robberecht and Philips 2013; Sasaki
and Maruyama 1994). Las mutaciones en los genes SOD1, TARDBP, FUS y
CI90RF72 producen inclusiones proteicas de sus respectivas productos de
traduccion (en el caso de CO9ORF72, se produce la repeticion anormal del
hexanucleétido GGGGCC). Como hemos planteado anteriormente, en el caso
de TDP-43, este se encuentra agregado tanto en todos los casos de ELAf
como en la ELAe, con la excepcion de aquellos pacientes con mutaciones en el
gen SOD1 (Lee et al. 2011).

El reticulo endoplasmatico (RE) es el primer compartimento celular
donde se sintetizan y se pliegan las proteinas. Para este proceso, un conjunto
de proteinas chaperones, auxiliadoras de plegado y cofactores, se expresan
en el RE para promover el plegamiento y prevenir la agregacion anormal de
proteinas (Hetz et al. 2011). El RE funciona también como un importante
depdsito de calcio intracelular y juega un papel crucial en la sintesis de lipidos.
Una serie de condiciones de estrés puede interferir con la funcion de este
organo y causar mal plegado en el lumen del RE; lo cual desemboca en una
condicion celular denominada "estrés de RE" (Hetz et al. 2011). El estrés de
RE promueve una via de transduccion de senales denominada “respuesta a
proteinas mal plegadas” (UPR de sus siglas en inglés), con el objetivo de
restablecer la homeostasis mediante el aumento de la capacidad de plegado de
proteinas y los mecanismos de control de calidad del RE (Walter and Ron
2011). La activacion cronica de esta respuesta celular resulta en muerte celular
por apoptosis a través de diversos mecanismos complementarios (Hetz 2012).
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Figura 8. Representacion esquematica del estrés de reticulo. El estrés de reticulo es censado por
proteinas transmembranas que incluyen a la proteina quinasa que requiere inositol IREL, la
proteina quinasa tipo quinasa dependiente de ARN, PERK y el factor de transcripcion ATF6. La
activacion de estas proteinas se traduce en una compleja cascada de sefializacion denominada
“respuesta a proteinas mal plegadas” (UPR). La UPR sefializa varias proteinas que regulan la
actividad de plegado de proteinas, a través de la regulacion positiva de chaperones y enzimas de
procesamiento de proteinas. Esto es continuado por una disminucién de la sintesis proteica,
mediante la atenuacion de la traduccién y la degradacion del ARNm y mediante un aumento de
proteinas de degradacién asociadas a reticulo y de la autofagia para eliminar proteinas no
deseadas.

La UPR es activada por tres principales sensores de estrés que incluyen
a la proteina quinasa PERK, la proteina quinasa/endonucleasa transmembrana
IRE1 y el factor de transcripcion 6 (ATF6). Tras la activacion de la UPR, IRE1
inicia el splicing del ARNm que codifica para el factor de transcripcion XBP1,
convirtiéndolo en un potente activador de multiples genes de respuesta a UPR
(denominado XBP1s) (Calfon et al. 2002; Lee et al. 2002). XBP1s controla la
expresion de genes implicados en el plegamiento, la secrecion y el control de
calidad de las proteinas (Acosta-Alvear et al. 2007). La proteina IRE1a también
regula otros eventos de sefalizacion que modulan la apoptosis y los niveles de
autofagia, mediante la activacién de la via de las proteinas quinasas c-Jun N-
terminal (JNK) (Ron and Walter 2007).
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Varios estudios han identificado la sobre regulacion y la activacion de las
tres principales ramas de sefializacion de la UPR, ademas de la descripcion de
niveles elevados de chaperonas de reticulo y sefiales de muerte celular
vinculados al estrés de RE (Hetz et al. 2009; llieva et al. 2007; Vijayalakshmi et
al. 2011). Trabajos previos de nuestro grupo demostraron la participacion del
estrés de RE en al patogénesis de la ELA, mediante una respuesta exacerbada
de la UPR. Lo anterior fue evidenciado en médulas espinales de pacientes
aquejados de ELAe; mediante un aumento de la fosforilacién de una molécula
diana de PERK, el factor de iniciacién eucariota 2 alfa (elF2a) y el aumento de
los niveles de la proteina auxiliar del plegamiento de reticulo PDIAL1. Ademas,
estos cambios se acompafiaban de elevados niveles de proteinas oxidadas
(llieva et al. 2007). Otros grupos de investigacion también han informado
sobreregulaciones de otras proteinas involucradas en la respuesta a estrés de
RE, en ELA esporéadica y familiar, como la proteina foldasa ERP57, XBP1s y el
factor de transcripcion ATF4 (Hetz et al. 2009). Mediante inmunohistoquimica
de tejido en médula espinal toracica de pacientes de ELAe, se ha descrito la
sobre expresion de CHOP (Ito et al. 2009) el cual es un mediador importante de
apoptosis bajo estrés de reticulo. En estos estudios también se encontraron
aumentados los niveles de PERK, ATF6 e IRE1 (Tabas and Ron 2011).

En un estudio proteébmico en busca de biomarcadores en muestras de
sangre de pacientes con ELAe, se observo la regulacion positiva de algunas
chaperonas de respuesta a estrés como PDIALl, ERp57 (Nardo et al. 2011).
Cambios similares también se observaron en células mononucleares de sangre
de ratones SOD1 G93A. En un estudio longitudinal en pacientes con ELA y
sujetos control, se demostr6 que TDP-43, ciclofiina A y ERp57 estan
fuertemente asociadas con el curso de la enfermedad (Nardo et al. 2011).
Estos estudios abren la posibilidad de monitorear las sefiales de estrés para

diagnosticar y monitorizar la progresion de la ELA (Matus et al. 2013).
Transporte nacleo citoplasmatico

Como se ha planteado anteriormente, las principales caracteristicas
patolégicas de la mayoria de casos de la ELA y mas de la mitad de la DFT son,

la agregacion citoplasmatica y la disminucion de la localizacion nuclear de la



INTRODUCCION

proteina TDP-43; definiendo asi a estas enfermedades como proteinopatias de
TDP-43. Asimismo, el 57 % de los pacientes con la enfermedad de Alzheimer,
también presentan proteinopatias de TDP-43 (Josephs et al. 2014). Por otro
lado, esta demostrado que las mutaciones de TDP-43 son capaces de causar
la ELA. Sin embargo, las mutaciones asociadas al gen que codifica a TDP-43,
TARDBP, son raras y representan sélo un 5 % de todos los casos de ELAf y
menos del 1 % de los casos de ELAe (Sreedharan et al. 2008), lo cual no
explica la agregacion y deslocalizacion de la proteina wild type.

Una observacién interesante es la presencia de inclusiones
intranucleares de TDP-43, principalmente en algunos casos de ELAf, lo cual
sugiere que afectaciones en el exporte nuclear podria tener algin papel en el
inicio o desarrollo de la patologia (Neumann et al. 2006b). En esta linea, en el
afio 2006 Zhang y colaboradores informaron alteraciones en la localizacion de
proteinas asociadas con el sistema de transporte nucleocitoplasmatico, en la
médula espinal lumbar del modelo murino de SOD1G93A. Especificamente en
las proteinas carioferina betal (KPNB1) e importina-alfa (importina- a) (Zhang
et al. 2006). Posteriormente se confirmo la desregulacion de KPNB1 en médula
espinal de pacientes de ELA, tanto familiar como esporadica (Kinoshita et al.
2009). Ademas, es este mismo estudio, el analisis de algunas proteinas que
conforman el poro nuclear (nucleoporinas o NUPs) como NUP88, NUP62 y
NUP153, arrojé como resultado irregularidades en el contorno de la envoltura
nuclear, de las motoneuronas de pacientes. Los autores sugirieron que unos de
los mecanismos subyacente a la ELA, podria ser la disfuncién en el transporte

nucleocitoplasmatico (Kinoshita et al. 2009).

Recientemente, varios estudios han puesto el foco de atencion en la
disfuncion del transporte nucleocitoplasmatico, como un mecanismo asociado
en la ELA, asi como en otras enfermedades neurodegenerativas asociadas a la
edad. Mutaciones en el gen GLE1, que codifica para una proteina de la
envoltura nuclear involucrada en el procesamiento de ARN, se ha asociado con
la ELA. Al menos dos mutaciones en este gen se han identificado en un estudio
que incluyé a 173 pacientes con ELAfy 760 de ELAe. En células HeLa ambas
mutaciones causaron una disminucion de la proteina GLE1 en el poro nuclear,

donde desempeiia un papel esencial en el exporte nuclear del ARN (Kaneb et
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al. 2015). Cabe recordar que el metabolimo del ARN es una de las funciones
clave de TDP-43 y de otros factores relacionados con ELA, como FUS.
Adicionalmente, se demostré6 que algunos componentes del poro nuclear de
motoneuronas se encontraban desorganizados, en pacientes y en un modelo
de raton de ELAe (Yamashita et al. 2017). Los autores demostraron que
algunas proteinas del poro nuclear podian ser fragmentadas por la calpaina,
contribuyendo asi a la desorganizacion del poro nuclear. Ademas, algunas
nucleoporinas como NUP62, NUP88, y NUP153 se encontraban deslocalizadas
en el citoplasma, en forma de granulos irregulares en las motoneuronas de los
animales modelos de la enfermedad. De igual manera se demostré
disfunciones en el transporte nucleocitoplasmético, mediante desregulaciones
de proteinas involucradas en el transporte, como KPNB1 y NUP62 (Yamashita
et al. 2017).

Por otro lado, diferentes investigadores han asociado mutaciones en el
gen CO9ORF72, con disfunciones en el transporte de proteinas y ARN desde el
nucleo hacia el citoplasma (Jovici¢ et al. 2016; Prpar Mihevc et al. 2017). En un
modelo de Drosophila relacionado con la expansion del hexanucledtidos
GGGGCC se determinaron alteraciones de la proteina RanGAP (Zhang et al.
2015), la cual es un componente clave en el transporte de moléculas a través

de los poros nucleares (Mor et al. 2014).

Ademas, se demostré que RanGAP interactia fisicamente con el ARN
de la expansion del hexanucleotidos y se deslocaliza tanto en el modelo de
Drosophila, en células pruripotentes derivadas de pacientes (iPSC) de ELA,
como en tejido cerebral de dichos pacientes (Zhang et al. 2015). De igual
manera, en otro estudio (Freibaum et al. 2015), se constatd mediante un
modelo de Drosophila relacionado con COORF72, que las moscas transgénicas
presentaban anormalidades morfolégicas en la arquitectura de la membrana
nuclear; la cual se evidencio por la tincion de la proteina lamina C. Igualmente,
se encontrd una acumulacion de ARN en el nucleo de las células portadoras de
la mutacion en Drosophila, en células humanas y en lineas de iPSC de
pacientes de ELA. Esta acumulacién nuclear de ARN evita la traduccion de
muchas proteinas en las cantidades Optimas (Freibaum et al. 2015).
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Los mecanismos por el cual C9ORF72 causa disfuncion en el exporte e
importe nuclear en motoneuronas aun no esta esclarecido. Una de las hipétesis
gue se manejan es la toxicidad mediada por las DPR. Estas proteinas se
expresan y se acumulan en tejidos humanos (Mori et al. 2013a) y la
introduccion de ARN o de las propias proteinas en diferentes tipos de modelos
experimentales produce un fenotipo neurodegenerativo (Jovi€i¢ et al. 2016).
Por otro lado, ha sido demostrado que un tipo especifico de DPR, la poli
glicina-alanina (GA), secuestran proteinas involucradas en el transporte
nucleocitoplasmatico, como POM121 y RANBP1 en agregados citoplasmatico y

nucleares (Zhang et al. 2016b).

1.3. Complejo de nucleoporinas

Muchos de los procesos celulares que ocurren en eucariotas como la
expresion génica, el crecimiento y la divisién celular, dependen del flujo
continuo de moléculas y macromoléculas entre el nacleo y el citoplasma. Este
transporte ocurre a través de unas estructuras macromoleculares,
denominados poros nucleares o complejo del poro nuclear (NPC de sus siglas
en inglés); que se encuentran embebidos en la doble membrana nuclear,
conectando el nucleo con el citoplasma (Cook et al. 2007; Raices and D’Angelo
2017) (Figura 9). Los poros nucleares tienen un tamafio variable a través de los
diferentes reinos de la naturaleza. Su masa molecular varia desde los 60 MDa
en levadura y hasta 110 MDa en mamiferos (Raices and D’Angelo 2012). Cada
NPC esta compuesto de multiples copias de aproximadamente 30 proteinas
diferentes, llamadas nucleoporinas (NUPs); dispuestas en simetria rotacional

octagonal, alrededor del canal de transporte central (Allen et al. 2000).

Estructuralmente el poro nuclear se divide en varias categorias o
subcomplejos de proteinas, definidas por las interacciones bioquimicas que
se establecen entre las diferentes NUPs. Estos son los complejos NUP107-
NUP160 y NUP93-NUP205 los cuales contienen proteinas con tiempos de
residencia muy altos en el NPC y estan entre las proteinas intracelulares de
mas larga vida (Rabut et al. 2004). Estas estructuras se localizan en forma de

anillos alrededor del canal central del poro nuclear y constituyen el nucleo



INTRODUCCION

estructural o scaffold; el cual tiene un papel crucial en el ensamblaje y
mantenimiento del poro nuclear. (Nofrini et al. 2016). El anillo compuesto por
NUP107-NUP160 es el complejo proteinico es el mayor en cuanto a tamafio y
complejidad y es requerido en los primeros pasos de ensamblaje del NPC
(incluye a: NUP160, NUP133, NUP107, NUP96, NUP85, SEH1L, NUPA43,
NUP37 and SEC13) (Hoelz et al. 2011). Unido al lado interno de estas
estructuras, en el canal de transporte central, se encuentran unas proteinas
caracterizadas por contener dominios nativos de fenilalanina-glicina,
denominadas nucleoporinas FG (FG-NUPSs). Estas proteinas establecen una
barrera de permeabilidad selectiva que regula el transporte a través del NPC;
a través de la interaccion de estos dominios con proteinas involucradas en el

transporte nucleocitoplasmatico. (Alber et al. 2007; Schwartz 2005).
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Figura 9. Representacion esquematica de la estructura y composicion molecular del poro
nuclear de vertebrados. El ntcleo del NPC y las proteinas que las componen (complejo NUP107-
NUP160 y el complejo NUP93-NUP205) se representan en azul claro y azul oscuro. Las
proteinas transmembranas POM121 NDC1 y GP210 se representan en verde. También se
simbolizan los filamentos citoplasmaticos en rosado y las proteinas de la cesta nuclear en
naranja. (Ibarra and Hetzer 2015).

El NPC consta ademéas de tres NUPs transmembranas conocidas
(Pom121, Ndcl y Gp210), que unen el poro nuclear con la envoltura nuclear y

se cree que participa en el ensamblaje del NPC (Hoelz et al. 2011). El poro
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nuclear también presenta unos complejos de proteinas filamentosas periféricas,
gue se extienden hacia el citoplasma y el nucleoplasma; los cuales estan
formados principalmente por NUP358-RanBP2, NUP214 y NUP88 y son
requeridos para la correcta importacion y exportacion nuclear de receptores de
transporte. Por Ultimo se encuentra una estructura denominada cesta nuclear
gue esta constituida por proteinas filamentosas citoplasmaticas, la cual se
compone de proteinas como NUP153 y TPR involucradas de igual manera en
el transporte a través de los poros nucleares (Hoelz et al. 2011; Nofrini et al.
2016).

Transporte a través del NPC

La principal funcion de NPC es el control del transporte
nucleocitoplasmatico. Los iones y la mayoria de las moléculas menores de 40
kDa son capaces de difundirse libremente a través del NPC. Las moléculas
mas grandes, en cambio, requieren factores de transporte Illamados
carioferinas y un gradiente de intercambio RanGTP/RanGDP para su transito a
través del NPC (Stewart 2007). Las carioferinas pueden ser clasificadas en dos
grupos: las que ayudan en la importacion nuclear del sustrato o carga
(importinas) y las que ayudan en la exportacion nuclear del sustrato
(exportinas). Estas proteinas de transporte estan altamente conservadas entre
especies y se unen a su carga a través del reconocimiento de interacciones
especificas, necesarias para la direccion del transporte: una secuencia de
localizacion nuclear (NLS) y una secuencia de exportacion nuclear (NES)

(Lange et al. 2007; Mosammaparast and Pemberton 2004).

En la importacion nuclear clasica, un miembro de la familia de las
carioferinas, la importina-a, reconoce y se une a la sefial de NLS de la proteina
citoplasmatica a transportar (figura 10). La cariopherina-f1 o importina- B, se
une entonces a la carioferina-a y este complejo se transporta activamente a
través NPC hacia el nicleo, mediante la interaccion con proteinas FG (Lange et
al. 2007). Una vez dentro del ndcleo, se disocia el complejo importina-
B/carioferina-a/carga, mediante la union de la proteina GTPasaRan a la
importina-B. La importina-B libre se recicla directamente de vuelta al

citoplasma; mientras que el retorno de la importina-a al citoplasma se produce
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a través de otro miembro de las carioferinas: la proteina de susceptibilidad de

la apoptosis celular (CAS) (Kutay et al. 1997).

El transporte de TDP-43 hacia el nucleo se realiza mediante la unién de
este con la importina-a. Se ha demostrado que la desregulacion de la via
clasica de importe nuclear, mediante el knockdown de algunos de sus
componentes en varias lineas celulares, conduce a la acumulacion de TDP-43
en el citoplasma (Nishimura et al. 2010). Ademas, los niveles de CAS vy, en
menor medida, de la cariferina-a2 se encuentran reducidos en los cerebros de
los pacientes con DFT asociado a TDP-43. La disminucion en la concentracion
de proteinas que transportan TDP-43 hacia el nlcleo podria contribuir a su

deslocalizacién y agregacion patologica (Nishimura et al. 2010).
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Figura 10. Mecanismo de importe nuclear de TDP-43. En la importacion de TDP-43 hacia el
nlcleo participan varias proteinas de la familia de las carioferinas y del poro nuclear. TDP-43 es
reconocida por la carioferina importina-o. mediante el motivo NLS de TDP-43. Este complejo se
une a la importina- B y se transporta activamente al nticleo a través del poro nuclear, mediante la
interaccion de las FG-NUP. Una vez en el nucleo, el complejo de TDP-43 y carioferinas se
disocia y estas vuelven al citoplasma. La importina-o a través de la proteina CAS y la
importina-  difunde libremente (Nishimura et al. 2010).
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Curiosamente, la eficiencia y la selectividad del transporte
nucleocitoplasmatico se deteriora significativamente durante el envejecimiento
(D’Angelo et al. 2009; Pujol et al. 2002). Esto es atribuible al hecho de que
varias nucleoporinas, como miembros del complejo NUP107-NUP160, se
encuentran entre las proteinas de mas larga vida en neuronas post-mitética
(Savas et al. 2012). Las células post-mitéticas son incapaces de reparar los
poros nucleares dafiados que se acumulan durante la vida celular, provocando
daflo en la estructura del ndcleo vy alteracion del transporte
nucleocitoplasmatico. Ademas, el estrés oxidativo, profundamente relacionado
con el envejecimiento e implicado en varios trastornos neurodegenerativos
(LOpez-Otin et al. 2013), provoca dafios a componentes del poro nuclear
(D’Angelo et al. 2009; Yoshimura et al. 2013).
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Hipotesis

Los mecanismos moleculares y celulares relacionados con el
envejecimiento en el sistema nervioso central y en particular en la
neurodegeneracion especifica de las motoneuronas en la ELA, implican a
alteraciones de la proteostasis particularmente evidentes en proteinas como
TDP-43, y los mecanismos celulares que la regulan. Varios de estos
mecanismos comprenden a la funcién proteosomal, la autofagia, asi como las
disfunciones que pueden conllevar un incremento de la cantidad de proteinas
mal plegadas, como puedan ser el estrés oxidativo y el de reticulo. Por otro
lado, dado que una de las dianas moleculares del envejecimiento tisular son
algunas de las nucleoporinas (NUPs), implicadas en el equilibrio
nucleocitosdlico de proteinas como la propia TDP-43, en la presente tesis
hipotetizamos que las NUPs pueden jugar un papel fisiopatologico relevante en
la ELA, a través, entre otros, de la regulacién de la localizacion subcelular de

TDP-43 y de sus modificaciones postraduccionales.
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OBJETIVOS

Para contrastar dicha hipotesis, se plantean los siguientes objetivos de

investigacion.

1. Evaluar la posible influencia de la ELA en su forma esporadica en los
niveles de determinadas nucleoporinas, incluyendo en este objetivo
el desarrollo de métodos para la evaluacion en nucleos aislados post

mortem mediante citometria de flujo.

2. Establecer la potencial relacion entre la ELA y el estrés oxidativo en
ndcleos de tejido neuronal humano, mediante biomarcadores

especificos.

3. Evaluar en un modelo transgénico murino de la ELA familiar, los
posibles cambios en los niveles de determinadas NUPs,
seleccionados de acuerdo con el género y la edad-grado de
desarrollo de la enfermedad: estadios presintomaticos vs

sintomaticos.

4. Establecer en un modelo in vitro de cultivo celular, la potencial
relacion entre pérdida de NUP107 vy determinados rasgos
bioquimicos y estructurales en biologia celular asociados a la ELA,
incluyendo las alteraciones de TDP-43: agregacion, y deslocalizacion

compartimental subcelular.

5. Cuantificar en el modelo in vitro descrito anteriormente, la influencia

del silenciamiento de NUP107 en la respuesta autofagica.

6. Establecer la posible influencia de mecanismos de estrés celular
relacionados con ELA, como el estrés oxidativo, de reticulo, osmético
y proteasomal sobre la distribucion de NUPs especificas y su

relacion con las caracteristicas patolégicas de TDP-43.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Muestras humanas

Todas las muestras de tejido post mortem corresponden a donaciones
del banco de tejidos del Instituto de Neuropatologia del Hospital de Bellvitge y
de la Universidad de Barcelona/Hospital Clinico, de acuerdo con las normas
éticas del Comité de Investigacion Clinica de la institucion, de la Asociacién
Médica Mundial y de acuerdo con los criterios de calidad de la muestra. Las
muestras fueron de pacientes de edades comprendidas entre 50 y 79 afos,
diagnosticados de ELAe por sus caracteristicas neurolégicas vy
neuropatoldgicas. El retraso post mortem entre la muerte y el procesamiento de
tejidos fue de 3 a 17 horas. Las muestras provenientes de controles, sin
evidencias clinicas de enfermedad neuroldégica y con un estudio
neuropatolégico normal, se procesaron en paralelo (ver Tabla 3). Todos los
pacientes o sus representantes dieron el consentimiento informado apropiado
para el almacenamiento y analisis de las muestras. Para el diagnostico de la
ELA, se realizaron diferentes estudios patolégicos, descritos anteriormente
(llieva et al. 2007). El cerebro y la médula espinal fueron removidos
rapidamente, se congelaron en hielo seco y se almacenaron a -80 °C hasta su

uso.

2.2. Animales de experimentacion

Para este estudio se utilizaron ratones transgénicos hSOD1G93A
(B6SJL-Tg(SOD1*G93A)1Gur/J) y B6.Cg-Tg(SOD1*G93A)1Gur/J) los cuales
fueron suministrados por Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA) y
cruzados en un fondo genético C57BL/6J y B6SJLrespectivamente, para
obtener los ratones hSOD1G93A y los animales no-transgénicos control. Este
modelo transgénico, expresa grandes cantidades de la proteina superoxido
dismutasa (SOD1) mutada y exhibe un fenotipo similar al de la esclerosis
lateral amiotrofica en humanos.Los ratones transgénicos con fondo genético
mixto (B6SJL-Tg(SOD1*G93A)1Gur/J) tienen una vida media del128,9 +/- 9,1
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dias. En cambio los ratonesB6.Cg-Tg(SOD1*G93A)1Gur/J tienen una vida
media de 157,1 +/- 9,3 dias (Gurney et al. 1994; Wooley et al. 2005).

Los animales de experimentacion fueron mantenidos en condiciones
estandar con agua y comida disponibles ad libitum. Las condiciones de cria
siguieron la normativa de la Generalidad de Catalufia, DECRET0214/1997, por
el que se regula la utilizacion de animales para la experimentacién con
respecto a la temperatura, la humedad, los ciclos de luz/oscuridad controlados,
la higiene, la comida y la bebida. Los procedimientos de experimentacion han
sido evaluados y aprobados por el Comité Etico de Experimetaci6 Animal
(CEEA) de la Universidad de Lleida (UDL). Los animales recién se sacrificaron
por decapitacion de acuerdo con la guia American Veterinary Medical
Association (AVMA) Guidelines for the Euthanasia of Animals: 2013 Edition
(Leary et al.).

Genotipado

La identificacion de los ratones transgénicos y WT se realiz6 mediante la
técnica de PCR con el ADN extraido de los animales. Para la extraccion de
ADN se utilizé el kit comercial XNAT (Sigma-Aldrich, San Louis, MO, USA) y
una pequefia porcién de tejido procedente de la cola. Las colas se dejaron
atemperar, cuando estuviesen congeladas, y se siguieron las indicaciones de la

casa comercial del kit para la extraccion del ADN.

Del ADN extraido se tomaron 0,4 pL del extracto y se sometido a una
amplificacion simultanea de un fragmento del genSOD1 humano mutado y del
gen interleucina 2 (IL-2) como control de la reaccion. La amplificacién por PCR
para ambos genes se realizd en un Termociclador v2.082740 (Applied

Biosystems Carlsbad, CA, EE.UU.) con el programa mostrado en la tabla 4.

Para detectar los productos de amplificacion se utilizé un gel de agarosa
al 1 % wlv, teilido con SYBR® Safe (Molecular Probes, Carlsbad, CA, EE.UU.)
siguiendo las instrucciones de fabricacion. Los productos se sometieron a
electroforesis durante 30 minutos a a una diferencia de potencial constante de
100 voltios. Las imagenes se tomaron bajo luz UV (302 o 365 nm), mediante el
sistema de andlisis digital Alpha Digidoc RT2 Santa Clara, CA, USA).
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Tabla 3. Resumen de las caracteristicas de los pacientes.

Género f Edgd _de Diagnéstico Origen Duracion Post
allecimiento enfermedad enfermedad mortem

M 64 ELA Bulbar 2 afios 16:30 h
M 57 ELA Bulbar 2 afios 4h
F 75 ELA Bulbar 4 afos 4:5h
F 79 ELA Bulbar 20 meses 2:10h
F 57 ELA No Bulbar 5 afios 10h
M 50 ELA No Bulbar 5 afios 10:10 h
M 75 ELA Bulbar 2 afios 3h
M 71 ELA Non-Bulbar 8 afios s 3:25h

Género f Ede_zd _de Diagnéstico Origen Duracion Post

allecimiento enfermedad enfermedad mortem

M 68 Control - - 10:55 h
M 64 Control - - 08:35 h
M 59 Control - - 11:20 h
F 59 Control - - 11:20 h
F 79 Control - -
F 66 Control - - 4:55h
F 76 Control - - 06:30 h
F 75 Control - - 06:10 h

Los animales no transgénicos presentaban una Unica banda de 324 pb

(gen control de IL-2), mientras que los transgénicos presentaban dos bandas

(236 pb y 324 pb) que corresponden a la amplificaciéon del gen SOD1 mutado e

IL-2, respectivamente.

2.3.

Lineas celulares

Cultivos celulares

Para este estudio se utilizaron diferentes lineas celulares para realizar

los experimentos, asi como el cultivo primario de fibroblastos. A continuacion

se describen brevemente cada una y su mantenimiento.
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Tabla 4. Programa del Termociclador para la amplificacion del gen SOD1y el gen IL2.

Paso Temp °C Tiempo Nota
1 95 5 min
2 94 1 min
3 50 45s X 35 ciclos
4 72 1 min
5 72 1 min
6 4 Infinito

Neuro-2A

La linea celular Neuro-2A fue derivada de la cresta neural del raton y ha
sido ampliamente utilizada para estudiar la diferenciacion neuronal, el
crecimiento axonal y las vias de sefalizaciébn. Las células tienen una

morfologia neuronal y de célula madre ameboidea (Tremblay et al. 2010).

Medio: ADVANCE MEM (Gibco, Invitrogen) suplementado con 10% de
suero bovino fetal (Gibco) inactivado a 55 °C y 20 upg/mL de
penicilina/estreptomicina (P/S) (Gibco™, 15140122). Mantenimiento: En placas
de10 cm?dividiéndolas cada 2-3 dias en dilucién 1:10. Las células se incuban a
37°C, en atmosfera de 95% de aire y 5% de CO2.

SH-SY5Y

SH-SY5Y es una linea celular de neuroblastoma humano, comunmente
utiizada en estudios relacionados con neurotoxicidad, estrés oxidativo y
enfermedades neurodegenerativa. La linea es un sub clon de la linea celular
madre SK-N-SH que se establecié originalmente a partir de una biopsia de
médula 6sea de un paciente con neuroblastoma (Biedler et al. 1973; Krishna et
al.).

Medio: DMEM (Gibco, Invitrogen) suplementado con 10% de suero
bovino fetal (Gibco) inactivado a 55 °C y 20 ug/mL de penicilina/estreptomicina
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(Gibco). Mantenimiento: En placas de p1l00 dividiéndolas cada 2-3 dias en
dilucion 1:10. Las células se incuban a 37°C, en atmosfera de 95% de aire y
5% de CO2.

HelLa

La linea celular HeLa es la humana mas antigua y ampliamente
distribuida, en practicamente, la mayoria de laboratorios que se dedican al
cultivo celular. Las células HelLa se derivaron de un adenocarcinoma del cuello
uterino en 1952 y fue la primera linea de células de cancer epitelial humano,
establecida a largo plazo en cultivos celulares. Fenotipicamente son epiteliales
en apariencia, crece rapidamente y muestra una falta de inhibiciéon de contacto.
Es ampliamente empleada en la investigacion biomédica (MacLeod et al. 1999;
Rahbari et al. 2009).

Medio: DMEM (Gibco, Invitrogen) suplementado con 10% de suero
bovino fetal (Gibco) inactivado a 55 °C y 20 ug/mL de penicilina/estreptomicina
(Gibco). Mantenimiento: En placas de p100 dividiéndolas cada 2-3 dias en
dilucién 1:10. Las células se incuban a 37°C, en atmosfera de 95% de aire y
5% de CO2.

HEK-293

La linea celular HEK-293 y sus derivados son ampliamente utilizados en
biologia celular y biotecnologia. Las células se derivaron en 1973 del rifién de
un embridon humano abortado, de paternidad desconocida por transformacion
con ADN de Adenovirus 5. La linea celular se usa ampliamente en
experimentos que van desde la transduccion de sefiales y los estudios de
interaccién de proteinas, hasta la expresion rapida de proteinas a pequefia
escala y la produccion biofarmacéutica (Lin et al. 2014).

Medio: DMEM (Gibco, Invitrogen) suplementado con 10% de suero
bovino fetal (Gibco) inactivado a 55 °C y 20 ug/mL de penicilina/estreptomicina
(Gibco). Mantenimiento: En placas de pl00 dividiéndolas cada 2-3 dias en
dilucion 1:10. Las células se incuban a 37°C, en atmosfera de 95% de aire y
5% de CO2.
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Tratamientos de cultivos celulares

En este estudio llevamos a cabo varios tratamientos con el objetivo de
estudiar la relacion de varios estreses celulares con las proteinas de interés. En

la tabla 5 se detallan los diferentes tratamientos experimentados en esta tesis.

Tabla 5. Tratamientos realizados en lineas celulares.

Tipo de estrés Reactivo Dosis Tiempo Células

Paraquat
1 mM 24 horas SH-SY5Y

Estrés oxidativo

Arsenito de sodio 0,5 mM 1 hora SH-SY5Y

Peréxido de Hidrogeno 10 uMm 4 horas Neuro-2a

Estrés osmotico Sorbitol 400 mM 3 horas HEK-293

Estrgs de THG 5 uM 4 horas Neuro-2a

reticulo

Inhibicion del MG132 10 uMm 4 horas Neuro-2a
proteosoma

Moduladores de 3 methyladenine 10 mM 4 horas Neuro-2a
la autofagia

2.4. Biologia molecular
Transfecciéon de CRIPSR-NUP107

CRISPR/Cas9 es una novedosa Yy revolucionaria herramienta de edicion
genética, con gran potencial en el campo de la biotecnologia y la medicina,

medio ambiente, alimentacion e industria.

CRISPR (repeticiones palindromicas cortas agrupadas y regularmente
espaciadas, por sus siglas en inglés) junto con la endonucleasa Cas, es un
mecanismo de defensa en bacterias y arqueas, analogo al silenciamiento con
ARN interferente en eucariontes, que identifica y degrada secuencias de acidos
nucleicos exodgenos. Se compone de dos elementos: un ARN proveniente de la
secuencia CRISPR, llamado ARNCcr, el cual se encarga de dirigir a Cas9, una

endonucleasa que corta el ADN, hacia su secuencia complementaria
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(Lammoglia et al. 2016). El sistema proporciona un medio eficaz para provocar
cambios dirigidos en sitios especificos del genoma como puede ser, por
ejemplo, el silenciamiento de genes (Shalem et al. 2014). Ademas, es un
instrumento sencillo y mas econdmico que las herramientas de edicion génica

ya existentes.

Por estas razones, se decidi6 emplear este sistema para la
silenciamiento del gen NUP107 y asi estudiar su posible relacion en la
enfermedad de la ELA. El silenciamiento de este gen se realiz6 mediante el
establecimiento de una linea estable de células HEK-293 mediante la
transfeccion plasmido NUP107 CRISPR/Cas9 KO (h) (Santa Cruz sc-405252);
(desde ahora CRISPR-NUP107). Para la transfeccion seguimos el protocolo de
Lipofectamina-2000 segun las instrucciones de la casa comercial 2000
(Invitrogen, 11668).

De manera general, las células crecieron en placas de 60 mm de
diametro hasta tener una confluencia maxima del 60% y se transfectaron con 2-
4ug de ADN plasmidico mediante el empleo de Lipofectamina, en una relacién
de 2:1 de pL de Lipofectamina-2000 y ug de ADN respectivamente. Bajo
nuestras condiciones experimentales, la eficiencia de transfeccion fue de 40-
50%.

A las 48 horas de la transfeccion y después de comprobar la eficiencia
de la misma, se adicion6 el medio de cultivo enriquecido con 700 pug/mL de
puromicina. Las células se dejaron en este medio durante aproximadamente
dos semanas para la formacion de los clones, cambiando el medio de cultivo
cada 48 horas. Al término del tiempo, se seleccionaron los clones y se
sembraron en placas de cultivos de 96 pocillos. A medida que los clones fueron
creciendo se sembraron en placas de cultivos de mayor tamafio hasta que
estuvieron aptas para pasar y congelar. El silenciamiento de NUP107 se

comprobé mediante western blot.



MATERIALES Y METODOS

2.5. Biologia celular
Fraccionamiento celular

El fraccionamiento celular de las células Neuro-2A se llevé de acuerdo el
protocolo descrito por van Eersel y colaboradores (van Eersel et al. 2011).
Después del tratamiento con moduladores de autofagia (ver tabla 5), las células
se lavaron con PBS y se lisaron con tampdn hipoténico (HEPES 10 mM pH 7,9;
KCI 10 mM; EDTA 0,1 mM; EGTA 0,1 mM; DTT 1 mM) e inhibidores de
proteasas y fosfatasas comercial (Thermo Scientific 78440), durante 20 minutos
en hielo. Posteriormente las células se homogenizaron y se hicieron pasar 3
veces por una jeringa de insulina de 0,3 mL. El homogenizado se centrifugd a
500 g durante 5 minutos para aislar los nudcleos. El sobrenadante, que
corresponde a la fraccion citoplasmética, se volvio a centrifugar a 500 xg
durante 5 minutos para eliminar cualquier nicleo contaminante y se guarda a -
20 °C. El pellet que contiene los ndcleos, se suspendié entonces en un tampon
de alta salinidad (HEPES 20 mM; pH 7,9; NaCl 400 mM; EDTA 1 mM; EGTA 1
mM; DTT 1 mM con inhibidores de proteasas y fosfatasas comercial (Thermo
Scientific 78440) con el objetivo de romper los nudcleos, con al posterior
incubacion en hielo durante 20 minutos. EI homogenizado se centrifugé a
14000 rpm durante 10 minutos a 4 °C, para obtener el sobrenadante nuclear. El
sedimento se resuspendié en un tampon de urea (urea 7 M; tiourea 2 M;
CHAPS 4%; Tris 30 mM; pH 8,5), luego se sonic6 a una amplitud del 30%
durante 15 minutos y se centrifugd a 14000 rpm. El sobrenadante resultante es

la fraccién insoluble.
Aislamiento de nucleos

Los nucleos celulares fueron extraidos de porciones de médula espinal y
corteza frontal provenientes del hospital de Bellvitge de Barcelona segun
variaciones del protocolo de Blobber y Potter (Blobel and Potter 1966). Se
parti6 de aproximadamente de 0,260 g de tejido congelado, el cual se dej6
descongelar a temperatura ambiente. Una vez descongelado, se cortaron en
trozos muy pequefios con un bisturi y se pasaron a un eppendorff de 2 mL,

donde el tejido se homogeniz6 en dos volimenes de sacarosa 0,25 M en TKM
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frio (Tris 0,05 M; KCI 0,025 M; MgCl, 0,005 M) e inhibidores de proteasas y
fosfatasas comercial (Thermo Scientific 78440). La homogenizacién se realizé
primeramente con un homogenizador mecénico Polytron con un embolo de
plastico y se dieron aproximadamente 20-40 strokes. Posteriormente se paso el
homogenizado a un homogenizador Dounce con émbolo de cristal y se
realizaron de 20-40 strokes con el embolo B o embolo tight. Al finalizar este
paso, se transfirio el homogenado a un tubo de ultracentrifuga (Beckman
Coulter, 344057), se afiadieron 1080 pL de sacarosa 2,3 M en TKM y se
mezcld el contenido del tubo por inversion 4-5 veces. Luego se introdujo una
pipeta hasta el fondo del tubo de centrifuga y se adicionaron, con cuidado, 540
pL de sacarosa 2,3 M en TKM, procurando que se formaran don fases bien
definidas de sacarosa, donde el homogenizado quedaba en la parte superior.
Los tubos de ultracentrifuga se ajustaron a pesos iguales para no crear
desbalance en la centrifuga y se centrifugaron a 124000 g, durante 30 minutos
a 4 °C en ultracentrifuga Optima L-100XP, Beckman Coulter con rotor SW 55
Ti. El pellet resultante, el cual es poco visible, se resuspendié en 50 pL de TKM
con inhibidores de proteasas y fosfatasas comercial (Thermo Scientific 78440).
La presencia de nucleos se comprobd mediante microscopia de fluorescencia,

previa tincion con DAPI a 1 pg/mL.

2.6. Microscopia

La microscopia de inmunofluorescencia nos permite detectar la
presencia y la localizacion de proteinas en las células in situ. En este caso
usamos la inmunofluorescencia indirecta, que consiste en la utilizacion de un

anticuerpo primario no marcado y uno secundario marcado con un fluorocromo.
Microscopia de inmunofluorescencia celular

Para la microscopia se sembraron alrededor de 50000-80000 células en
cubreobjetos previamente tratados con Poly-L-Lysine 1 mg/mL (Sigma, P1274),
en agua apta para cultivos celulares. Al tiempo indicado, las células se lavan 3
veces con PBS y se fijan en PFA al 4% disuelto en PBS durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Terminado el tiempo de fijado, se realiza una incubacién

con la solucién de permeabilizacion y bloqueo (0,2 % triton X-100 (v / v), 2 %
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BSA (v/v)y 2 % HS (v/v) en PBS). A continuacion, las células son incubadas
toda la noche a 4 °C o 2 horas a temperatura ambiente, con los anticuerpos
primarios adecuados, disueltos en 1/10 de solucién de bloqueo en PBS, en una
camara humeda. Pasado este periodo de incubacion, se realizan tres lavados
con PBS 1x y se incuban las muestras con el anticuerpo secundario apropiado
y DAPI 1 pg/mL (Sigma D9542) para la tincién nuclear, durante 1 hora a 4 °C.
Finalmente se realizan 3 lavados de 5 minutos cada uno con PBS y las células
se montan en portaobjetos con soluciéon de Fluoromount-G (0100-01 Southern

Biotech, Birmingham, AL, USA) y se deja secar a temperatura ambiente.

Para obtener las imagenes de las tinciones celulares se empled un
microscopio de fluorescencia Olympus equipado con epifluorescencia y una
camara CCD DP70 y un microscopio confocal FV1000 de Olympus usando el
objetivo de 60X. Las imagenes se obtuvieron con el objetivo de 20X para la
cuantificacion de la fluorescencia y las imagenes se analizaron mediante
programa informatico de codigo abierto CellProfiler version 2.1.1 para Windows
(Kamentsky et al. 2011).

Microscopia de nacleos aislados

Los nucleos aislados se fijaron en PFA 4% (w/v) en PBS en una relaciéon
1/3 volumen nudcleos/volumen de PFA 4% durante 15 minutos. Posteriormente,
con una pipeta se puso la mezcla en un cubreobjetos redondo de didmetro
del2 mm, el cual estaba previamente colocado en placas de cultivos de 2 cm2
La placa con los nucleos, se centrifugd en una centrifuga apta para la
centrifugacion de placas de cultivos, a 1000 rpm durante 3 minutos. Al término
del tiempo, se tomaron los cubreobjetos con unas pinzas finas y se pusieron en
un soporte cubierto de parafilm. Los ndcleos se incubaron en una solucion de
permeabilizacién y bloqueo (Triton X-100 0,1 %; NGS 10 % en PBS (de las
siglas en inglés normal goat serum)), durante 30 minutos. Luego, se realizaron
tres lavados suaves con PBS, cuidando de no despegar los nudcleos. Los
cubres/nacleos se incubaron toda la noche a 4 °C o 2 horas a temperatura
ambiente, con los anticuerpos primarios adecuados, disueltos en 1/10 de
solucién de bloqueo en PBS, en una cdmara humeda. Pasado este periodo de

incubacion, se realizaron tres lavados con PBS y se incubaron las muestras
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con el anticuerpo secundario apropiado disuelto en PBS y DAPI 1 pg/mL para
la tincion nuclear, durante 1 hora a 4 °C. Finalmente se realizaron 3 lavados de
5 minutos cada uno con PBS y los ndcleos se montaron en portaobjetos con

solucién de Fluoromount-G y se deja secar a temperatura ambiente.

Las imagenes se obtuvieron mediante microscopia confocal, con un
microscopio FV1000 de Olympus y se analizaron con el empleo del programa
informéatico de cddigo abierto CellProfiler version 2.1.1 para Windows
(Kamentsky et al. 2011).

2.7.  Inmunodeteccion de proteinas
Extraccion proteica de cultivos celulares

Los lisados celulares se obtuvieron tras los distintos tratamientos y en
los tiempos de cultivo deseados, para analizar las proteinas por western blot,
en condiciones desnaturalizantes. Por lo general, los tratamientos se realizaron
en placas de cultivos de 6 pocillos, lo cual proporciona la cantidad de proteinas
suficiente para ser detectada por esta técnica experimental. Luego del
tratamiento, se aspira el medio de cultivo de la placa, se pone la placa en frio
para detener las reacciones celulares y se hacen tres lavados con PBS frio
para eliminar las proteinas del medio y restos de medio de -cultivo.
Posteriormente se agregan 100-300 pL del tampon de lisis RIPA, con
inhibidores de proteasas y fosfatasas comerciales (Thermo Scientific 78440) y
se raspa la placa con una espatula de cultivo, para despegar las células. Al
finalizar se coloca el lisado en un eppendorff y se sonican durante 1 minuto
para romper las estructuras celulares. Las muestras se guardan a -20 °C hasta

el andlisis proteico.
Extraccion proteica de tejidos animales

La extraccion proteica de tejidos animales se realiz6 mediante
homogenizacion mecanizada utilizando un el homogenizador Ultra-Turrax
(3420000 IKA, Alemania). De forma general, se colocan unos 50 mg de tejido
en un eppendorff de fondo conico y se mantienen en hielo. Se agregan 500 uL
de tampon de homogenizacion (KCl 180 mM; MOPS 5 mM; EDTA 2 mM; BHT
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1 uM; NaF 1 mM; NazvVO,;1 mM e inhibidores de proteasas y fosfatasas
comercial y se homogeniza con el Polytron durante aproximadamente 20
segundos, dependiendo de la dureza del tejido. EI homogenado es sonicado
durante 30 segundos, para romper las estructuras tisulares. Las muestras se

guardan a -20 °C hasta el andlisis proteico.
Cuantificaciéon de proteinas

La cuantificacion proteica se realiz6 mediante la utilizacion delkit
comercial Quick Start™ Bradford Protein Assay (BIO-RAD, 500-0006), el cual
se basa en el método colorimétrico desarrollado por Bradford en 1976
(Bradford 1976). Este procedimiento se basa en la union del colorante
Coomassie Azul G250 a las proteinas. La forma catidnica del colorante, que
predomina en la solucion de reactivo, tiene una absorcién maxima de 470 nm.
Por el contrario, la forma anionica del colorante, que se une a la proteina, tiene
una absorcion maxima de 595 nm. Por tanto, la cantidad de colorante unido a
la proteina puede cuantificarse midiendo la absorbancia de la solucion a 595
nm (Kruger 1994).

Los datos se analizaron por la interpolacion de los datos obtenidos a
partir de una recta patréon de BSA (rango de 0 a 0,025 mg/mL). Una vez
cuantificadas las proteinas, las muestras se normalizaron con agua MilliQ todas
a la misma concentracion y se les afiade el tampon de carga (Tris-HCI 62,5 mM
pH 6,8; SDS 2% (w/v); Glicerol 10% (v/v); 2-p-mercaptoetanol 20% (v/v) y azul
de bromofenol 0,02% (w/v). Las muestras pueden ser guardadas a -20 °C o -80

°C hasta el posterior analisis.
Electroforesis

La electroforesis se utiliza para separar moléculas mediante un campo
eléctrico. En este caso utilizamos una matriz porosa (electroforesis en gel) para
separar las proteinas en condiciones desnaturalizantes. Para ello se utiliza
detergente idnico dodecilsulfato sédico (SDS), que les confiere carga negativa
a las proteinas, permitiéndoles migrar segun su peso molecular por un gel de
acrilamida. El gel utilizado para la electroforesis consta de dos partes: el gel
concentrador (Tris-HCI 125 mM pH 6,8; acrilamida/bisacrilamida (30: 0,8) (v/v);
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5% (v / v); SDS 0,1% (w/v); persulfato aménico y TEMED 0,025% (v/v)) que
permite que las proteinas empiecen a migar juntas al mismo tiempo; y el gel
separador, que es donde se produce la separaciéon de las proteinas (Tris-HCI
375 mM pH 8,9; acrilamida/ bisacrilamida (30:0,8) (w/w); 7-15% (v/v); SDS
0,1% (w/v), persulfato amoénico 0,005% (w/v) y TEMED 0,025% (v/v)). Una vez
preparados los geles, se cargaron las muestras en el gel concentrador (10-30
mg de proteinas por carril) y se lleno la cubeta con el tampdn de electroforesis
(Tris-HCI 25 mM; Glicina 192 mM; SDS 0,1% (w/v)). La electroforesis se realizé
a intensidad constante (15 mA/gel) hasta que el frente de proteina llegue al gel
separador, donde se incrementé el amperaje a 20-25 mA/gel hasta que el

frente de carga llego al final del gel.

Tabla 6. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados para la inmunofluorescencia indirecta.

Anticuerpo Dilucion Casa comercial Referencia
TDP-43 1:250 Proteintech,. 10782-2-AP
Mab414 1:200 Abcam ab24609

Tubulina g 1:200 Milipore MAB1637
8oxodG 1:200 Abcam ab62623

NeuN 1:200 Abcam ab177487
NUP-93 1:200 Abcam ab92776
NUP-107 1:200 Abcam ab73290
y-H2AX 1:200 Abcam ab2893
p-ERK1/2 1:100 Upstate 05-481

o P 546 1:500 Thermo Fisher A11010
conjugate Scientific.
Alexa fluor 488 1:500 Invitrogen A12379
phalloidin

Una vez terminada la electroforesis, las proteinas fueron transferidas a
membranas de nitrocelulosa de PVDF (Immobilion-P #IPVH00010 Millipore,
Millford, MA, USA) previamente activadas con metanol 100 %. La transferencia
se llevo a cabo en cubetas de transferencia (Mini Trans-Blot transferencia

celular de BioRad Laboratories, Barcelona, Catalufia, Espafia) a voltaje
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constante de 100 V durante 1-1,5 horas y en tampon de transferencia (TRIS
25mM; glicerol 192 mM; metanol 20% (v/v)).

Bloqueo

Finalizada la transferencia de las proteinas del gel a la membrana, esta
ultima se incubo en una solucion de bloqueo (I-Block™ reactivo 0,2%; PBS 0,1

%; Tween-20®) durante una hora en agitacion suave.
Inmunodeteccién y andlisis

Concluida el tiempo de bloqueo, las membranas se incubaron con el
anticuerpo primario en TBS-T 0,05 % (TRIS 2 M; NaCl 2,5 M; Tween-
20°0,05%) 1 hora a temperatura ambiente o a 4°C durante 16 horas. y
secundario. Los anticuerpos utilizados se enumeran en la tabla 7. Luego de la
incubacion se hicieron 3 lavados de 5 minutos con TBS-T 0,05 % y las
membranas se incuban con el anticuerpo secundario diluido en TBS-T 0,05 %.
Al finalizar se hicieron 3 lavados de 5 minutos con TBS-T 0,05 % vy las

membranas se dejan en esta solucion hasta el revelado de las membranas.

Para revelar las membranas, estas se incubaron durante 5 minutos a
temperatura ambiente con un sustrato de la peroxidasa, que da lugar a un
producto quimioluminescente (Immobilon Western Chemiluminescent HRP
Substrate). El revelado se realizé con el equipo Molecular Imager ChemiDoc
XRS (BioRad, Munich, Alemania) mediante el programa informatico Quantity-
One 4.6 (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.). La cantidad de luminiscencia
obtenida es proporcional a la cantidad de anticuerpo primario unido a la
proteina de interés. Para visualizar la carga total de proteinas, las membranas
se sumergieron en una solucion de Ponceau (0,1% (w/v) (Sigma, P3504)
mediante mediante el reactivo Brilliant Blue R (SIGMA, B0149).

2.8. Citometria de flujo

Se utilizé la citometria de flujo para el andlisis de proteinas nucleares en
los nucleos aislados segun el protocolo anterior. Para ello, los anticuerpos
NUP107, NUP93 y MAB414 fueron conjugados con los fluoréforos R-
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Phycoerythrin (RPE), allophycocyanin (APC) y APC/Cy7 mediante los Kit de
conjugacion de Abcam abl102918, ab201807 y abl102859 respectivamente,
segun las recomendaciones e indicaciones del fabricante. De manera general
se afnadio1 pL de reactivo de modificacion del fluoréforo (suministrado en el kit
de conjugacion) a 10 pL del anticuerpo a modificar y se mezclé suavemente.
Se retird la tapa del vial de la mezcla de conjugacién (suministrado en el kit de
conjugacion) del fluoréforo y se pipeted la muestra de anticuerpos (con el
reactivo modificador APC afadido) directamente sobre el material liofilizado
(suministrado en el kit de conjugacion). Posteriormente se resuspendio el
liquido una o dos veces usando una pipeta, se y se dejé reposar durante 3
horas en la oscuridad. Luego se afade 1 pL del fluoréforo Quencher
(suministrado en el kit de conjugacién) por cada 10 uL de anticuerpo utilizado y
se mezclé suavemente. Los conjugados se usaron después de 30 minutos, tal

como indicaba el kit de conjugacion.

Una vez se tuvieron los anticuerpos marcados con sus respectivos
fluordforos, estos se incubaron con los nucleos aislados mediante el método
one pot reacction. Para ello, se partio de una solucion de nucleos en PBS, en
una proporcion volumen de nucleos:volumen de PBS de 1:20. Se adiciono el
anticuerpo conjugado con el fluoréforo en una concentracion 1:500 y se incubé
1 hora a temperatura ambiente en la oscuridad. Luego, los nucleos fueron

analizados mediante el citdmetro digital FACS-Canto Il (BD Biosciences).

2.9. Anaélisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 mediante el software GraphPad
(Motulsky 2015) Prism 5 o SPSS (Coakes et al. 2008).En el contraste de
hipotesis, se tuvo en cuenta un nivel de significacion estadistica cuando el valor
de p era inferior a 0,05. La distribucion de la variable se analiz6 mediante la
prueba de Kolmogorov—Smirnov y se utilizé la prueba de Levene para evaluar
la homogeneidad de la varianza. Para los casos en los cuales la variable a
evaluar tenia una distribucion normal y la varianza era homogénea, se
aplicaron pruebas paramétricas: andlisis de varianza (ANOVA) para las

comparaciones multiples o la prueba t de Student para las comparaciones entre
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dos medias muestrales. Para los casos que no cumplian estas condiciones, se

aplicé la prueba no paramétricas U de Mann-Whitney.

Tabla 7. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados para la inmunodeteccion por western

blot.

Anticuerpo Dilucién Casa comercial Referencia
TDP-43 1:1000 Proteintech 10782-2-AP
ATG4B 1:250 Sigma-Aldrich A2981

p62 1:1000 Cell Signalling 5114 (USA)
Mab414 1:500 Abcam ab24609
Tubulina 1:5000 Abcam ab7291
8oxodG 1:1000 Abcam ab62623
NeuN 1:1000 Abcam abl177487
NUP-93 1:1000 Abcam ab92776
NUP-107 1:1000 Abcam ab73290
NUP-153 1:1000 Abcam ab81463
LC3B 1:2000 Cell Signalling 2775
Ubiquitina 1:100 Sigma u5379
y-H2AX 1:1000 Abcam ab2893
p-ERK1/2 1:1000 Upstate 05-481
Secondary anti-
rabbit, HRP 1:50000 Thermo Fisher 31460
_ Scientific.
conjugate
Anti-mouse IgG 1:30000 Amersham NA931V
Anti-rabbit 1IgG 1:100000 Pierce 31460
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2.10. Lipidémica de nucleos aislados

Los lipidos de los nucleos aislados de médula espinal extraidos post
mortem de pacientes de ELA (n=4) y controles (n=4) se extrajeron usando
metil-tert-butil-éter con la ayuda de un sonicador, tras la adicion de patrones
internos deuterados representativos de clases. Posteriormente, se separé el
lipidoma a través de cromatografia en fase reversa (Waters Acquity HSS T3 x
2,1 mm x 100 mm a 55°C), en gradientes adecuados y descritos previamente
(Jové et al. 2014). El analisis se realiz6 mediante un cromatégrafo liquido
(Agilent 1290 UPLC) acoplado a un espectrometro de masas (Agilent 6520 ESI-
QTOF-MS) que permite la caracterizacion de los lipidos y metabolitos basado
en la masa exacta (<10 ppm), espectro isotdpico y en los tiempos de retencidn
de patrones internos marcados isotépicamente y representativos de las clases
mayoritarias de lipidos. El eluido se monitoriz6 en el sistema Q-TOF por
electroespray en modo de ionizacion positiva y negativa, colectdndose datos en
un rango de m/z desde 100 hasta 3000, con fuente de ionizacion a 120°C y N2
como gas de solvatacion a 250°C (800 L/h). El ajuste de masa exacta se
realizd por infusion conjunta en espray de referencia de purina y HP9982, con

masas exactas con errores inferiores a 0,5 ppm.

Tras la extraccion de las caracteristicas moleculares, se realizo el
andlisis de los resultados mediante el software Mass Profiler (version para
espectrometria de masas). Todas las muestras se codificaron y analizaron en
modo de doble ciego. Tras la recogida de datos, se decodificaron y se
realizaron los analisis estadisticos pertinentes, empleando analisis no
paramétricos si la normalidad de las variables no se demuestra para
comparacion entre los grupos (Wilcoxon) o t de Student para variables de
distribucion normal. Para el analisis lipidomico multivariante se utiliz6 un
algoritmo de escalado automatico, empleando sucesivamente agrupacion
jerarquica, el analisis de componentes principales (PCA) y el de modelizacion
de acuerdo a discriminantes cuadraticos parciales (PLSDA) empleando un
paquete de R denominado OrbisMet disponible en
http://hdl.handle.net/10609/65305.
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3. RESULTADOS

3.1. Nucleoporinas en médula espinal de pacientes de ELA
Inmunoblot de NUPs en médula espinal

Como se ha indicado en la introduccién, en la seccion Complejo de
nucleoporinas del capitulo de Introduccién, las NUPs son proteinas del poro
nuclear que participan, entre otras funciones, en el transporte
nucleocitoplasmatico intracelular. Entre estas se encuentran las que presentan
un dominio de fenilalanina-glicina, denominadas FG-NUP, las cuales destacan
por favorecer el transporte mediado por receptores, como las carioferinas. Para
determinar si la ELA se asocia a cambios en la cantidad de NUPs que puedan
contribuir a alteraciones en el transporte nucleocitosoélico; se determinaron los
niveles de miembros representativos de las FG-NUP en homogenados de
médula espinal extraidas post mortem mediante western blot, previa
separacion en gel de acrilamida e inmunodeteccion. La inmunodeteccion se
realizO mediante el anticuerpo monoclonal MAb414 que reconoce epitetos

compartidos por las FG-NUP (figura 11).
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Figura 11. La ELA se asocia a una reduccion en los niveles de nucleoporinas en muestras de
médula espinal. Homogenados de médula espinal extraidas post mortem, se analizaron mediante
western blot utilizando el anticuerpo MAb414. A: Imagen representativa de inmunoreactividad
de los homogenados. Se muestra la inmunoreactividad a anti-tubulina como control de carga
proteica en la parte inferior. B: Valores promedios de inmunoreactividad de la imagen anterior
tras analisis densitométrico. Las barras representan el valor promedio de la inmunoreactividad de
las nucleoporinas examinadas, ajustadas por la carga proteica, con el error tipico como indicador
de desviacion. * indica diferencias significativas entre muestras de los pacientes con ELA
respecto a los controles. p< 0,05. Prueba t de Student.
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Pese a que tipicamente las FG-NUP immunoreactivas se distribuyen en
cuatro poblaciones de pesos moleculares diferentes (358, 214, 153 y 62 kDa)
(Yoshimura et al. 2013), nuestros resultados muestran una Unica banda
immunoreactiva a 62 kDa acorde a lo esperado, segun las especificaciones del
anticuerpo empleado (Abcam, 24609). El analisis de los resultados muestra
una disminucién significativa (p<0,05) en los niveles de las FG-NUP
immunoreactivas a MAb414 en las muestras pertenecientes a las médulas
espinales de pacientes de ELA evaluados, con respecto a los controles. Esta
disminucién alcanza aproximadamente un 58%, atendiendo a la

immunoreactividad.

Inmunofluorescencia de nlcleos aislados

Teniendo en cuenta que las NUPs se localizan embebidas en la
membrana nuclear, se determinaron los niveles de miembros representativos
de las FG-NUP en nucleos aislados de médula espinal extraidas post mortem
mediante inmunofluorescencia indirecta. La inmunodeteccion se realizo
mediante el anticuerpo monoclonal MAb414 que reconoce epitetos compartidos
por las FG-NUP (figura 12 A). Para la cuantificacion de las imagenes se utilizd
el programa de codigo abierto CellProfiler (Carpenter et al. 2006), el cual
permite el analisis automatico y simultaneo de las imagenes, como se detalla

en la seccién de Microscopia de Materiales y Métodos.

El andlisis de los resultados muestra una disminucion significativa
(p<0,05) en los niveles de las FG-NUP immunoreactivas a MAb414 en nucleos
aislados de médulas espinales de pacientes de ELA, con respecto a los
controles. Esta disminucion alcanza aproximadamente un 85 % atendiendo a la

intensidad de la fluorescencia (figura 12 B).
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Figura 12. La ELA se asocia a una reduccion en los niveles de nucleoporinas en nucleos
aislados de médula espinal. Nucleos de médula espinal extraidas post mortem, se analizaron
mediante inmunofluorescencia utilizando el anticuerpo MAb414. A: Imagenes representativas de
microscopia confocal (20x) de MAb414. B: Valores promedios de la inmunoreactividad por
nacleo de la imagen anterior, tras cuantificacion mediante programa informatico de
reconocimiento y andlisis de imagenes. Las barras representan el valor promedio de la
inmunoreactividad de las NUPs examinadas, ajustadas por el area nuclear, con el error tipico
como indicador de desviacion. * indica diferencias significativas entre muestras de los pacientes
con ELA respecto a los controles. p< 0,05. Prueba U de Mann-Whitney.

Tomando en consideracién que la corteza cerebral es una de las
regiones afectadas en la ELA, se determinaron los niveles de miembros
representativos de las FG-NUP en nucleos aislados de corteza cerebral
extraidas post mortem mediante inmunofluorescencia indirecta (figura 13). La
inmunodeteccion se realiz6 mediante el anticuerpo monoclonal MAb414 que
reconoce epitetos compartidos por las FG-NUP. Ademas, para discriminar
entre poblaciones neuronales y no neuronales (glia), se determinaron los
niveles representativos de la proteina Tubulina beta-1ll (Tublll) mediante
inmunofluorescencia indirecta. Para este fin se utiliz6 el anticuerpo monoclonal
Anti-Tublll.
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Figura 13. La ELA se asocia a una reduccion en los niveles de nucleoporinas en ntcleos aislados
de corteza frontal. Nucleos de corteza frontal extraidas post mortem, se analizaron mediante
inmunofluorescencia utilizando el anticuerpo MAb414 y Tublll. A: Imagenes representativas de
microscopia confocal (20x) de MAb414 y Tublll. B: Valores promedios de la inmunoreactividad
por nucleo de la imagen anterior de MAb414, tras cuantificacion mediante programa
informatico de reconocimiento y analisis de imagenes. Las barras representan el valor promedio
de la inmunoreactividad de las NUPs examinadas, ajustadas por el drea nuclear, con el error
tipico como indicador de desviacién. C: Valores promedios de la inmunoreactividad por nucleo
de la imagen anterior de MAb414, tras cuantificacion mediante programa informatico de
reconocimiento y analisis de imagenes. Para la discriminacidn entre neurona y glia se tomd en
cuenta la inmunoreactividad intranuclear de TUBIII. Las barras representan el valor promedio
de la inmunoreactividad de las NUPs examinadas, ajustadas por el area nuclear, con el error
tipico como indicador de desviacidn. Letras diferentes significa diferencias significativas entre
los pacientes con ELA respecto a los controles y entre poblaciéon neuronal y glia, p<0,05. Prueba
U de Mann-Whitney.

La observacion de los resultados no muestra diferencias significativa en
los niveles de las FG-NUP en los nucleos aislados de corteza cerebral de
pacientes de ELA, con respecto a los controles, aunque la tendencia es a la
disminucién en el grupo de ELA (figura 13 B). Al diferenciar entre poblacién de
ndcleos neuronales y gliales, tampoco se encontraron diferencias significativas
en los niveles de las FG-NUP, asociadas a los nucleos de las neuronas de los
pacientes con ELA, con respecto a los controles (figura 13 C). Sin embargo en

los nucleos gliales, los niveles de las FG-NUP se observaron disminuidos en el
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grupo de ELA respecto a los controles. De igual manera, el analisis de los
resultados muestra una disminucién significativa de los niveles totales de FG-
NUP asociados a la glia, respecto a aquellos asociados a las neuronas (figura
13 C).

Citometria de nlcleos aislados

Posteriormente se determinaron los niveles de las FG-NUP y de algunas
NUPs especificas, como es el caso de NUP93 y NUP107, en ndcleos aislados
de corteza cerebral extraidas post mortem, mediante citometria de flujo directa.
Para el analisis se empled el anticuerpo el anticuerpo anti-NUP107 conjugado
con el fluoréforo R-phycoerythrin (RPE), el anticuerpo anti-NUP93 conjugado
con el fluoréforo Allophycocyanin (APC) y el anticuerpo anti FG-NUP conjugado
con el fluor6foro APC-Cy7.
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Figura 14. La ELA se asocia a una reduccion especifica de NUP107 en nicleos aislados de
médula espinal. La ELA se asocia a una reduccion especifica de NUP107 en nucleos aislados de
médula espinal. Nucleos de médula espinal extraidas post mortem, se analizaron mediante
citometria de flujo directa. A: Valores promedios de la inmunoreactividad por nucleo del
anticuerpo  NUP107 conjugado con el fluoréforo RPE. B: Valores promedios de la
inmunoreactividad por nudcleo del anticuerpo NUP93 conjugado con el fluoréforo APC. C:
Valores promedios de la inmunoreactividad por nlcleo del anticuerpo MAb414 conjugado con el
fluor6foro APN-Cy7. Se muestra el valor de la mediana con el error tipico (SEM). * indica
diferencias significativas entre ndcleos control y ndcleos de ELA, p<0,05. Prueba U de Mann-
Whitney.
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El analisis de los resultados por citometria de flujo muestra una
disminucion significativa (p<0,05) en los niveles de NUP107, de los nucleos
extraidos de tejido de pacientes de ELA, respecto a los ndcleos extraidos de
sujetos controles. En relacion a NUP93 y a FG-NUP reactivas a MAb414, no se
encontraron diferencias significativas, apreciandose en este Ultimo, una
tendencia a la disminucion de las FG-NUP de los ndcleos extraidos de los
pacientes de ELA en comparacion de los controles (figura 14).

3.2. Lipidémica de nucleos aislados de médula espinal de pacientes de
ELA

Como se ha comentado anteriormente el NPC se encuentra embebido
en la envoltura nuclear, la cual esta formada por una doble bicapa lipidica
conectando el nacleo con el citoplasma (Cook et al. 2007; Raices and D’Angelo
2017). Cualquier cambio en la composicion lipidica y por ende en la fluidez de
la membrana, podria tener impacto en la estructura y localizacién del NPC
(Kosako and Imamoto 2010), dando como resultado una desregulacion del
transporte nucleocitoplasmatico. Para determinar si la ELA se asocia a cambios
en la composicion lipidica de nucleos aislados, se determinaron los perfiles
lipidicos de nudcleos provenientes de médula espinal extraidas post mortem,

mediante una técnica de lipidomica no dirigida.

En la figura 15 se muestran dos herramientas de enfoque no selectivo,
(mapa de calor y PCA) en las cuales se seleccionan las caracteristicas
moleculares que estan presentes en al menos el 50% de las muestras del
mismo grupo. En ambos observaciones se definen y se separan perfectamente
los grupos experimentales, lo cual indica que la enfermedad influye sobre los
perfiles moleculares de los lipidos nucleares. Ademas, a través de un analisis
estadistico univariante se detectaron cerca de 40 lipidos diferenciales, entre los
nacleos del grupo control y el grupo de ELA, donde destacan varios

diacilgliceroles, triglicéridos y fosfatidiletanolaminas, entre otros.
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Figura 15. Los nucleos aislados extraidos de médula espinal post mortem de pacientes de ELA,
presentan un perfil lipidico diferencial respecto a los controles. A: Representacion de la
agrupacion jerérquica de las 25 especies lipidicas mas significativas de nucleos aislados
extraidos de médula espinal post mortem, de pacientes de ELA y controles. Cada linea del
grafico representa una masa precisa ordenada por el tiempo de retencién, coloreada por su
intensidad de abundancia y normalizada con estandar interno. La escala de -2 (azul) a 2 (rojo)
representa esta abundancia normalizada en unidades arbitrarias. n=4, p< 0,05. Prueba de los
rangos con signo de Wilcoxon. B: Gréfica tridimensional del andlisis de componentes
principales (PCA) que demuestra la diferenciacion de los perfiles lipidicos de nucleos aislados,
extraidos de médula espinal post mortem de pacientes de ELA y controles. n=4, p< 0,05. T de
student.
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Tabla 8. Especies lipidicas diferenciales de nicleos aislados de médula espinal extraido post
mortem de pacientes de ELA y control. n= 4, p<0,05. T de student.

Compuesto p Regulacién (ELA
vs CTL)
CE(24:0)/DG(46:3) 0,027414 down
Cer(46:0) 0,007346 up
Cer(d18:0/h17:0) 0,027563 down
Cerebroside C/PE(0O-38:4)/PE(P-38:3)/PE(38:3)/PC(0O-35:4) 0,011598 up
DG(17:0/17:2(92,12Z)/0:0)[is02] 0,017499 down
DG(17:1(92)/22:6(42,72,102,132,16Z,19Z)/0:0)[is02]/PA(O-32:0) 0,007198 up
DG(18:0/14:0/0:0) 0,023379 down
DG(35:1) 0,025619 up
DG(36:0) 0,001003 up
DG(36:2) 0,010411 down
DG(38:0) 0,002498 up
DG(39:6) 0,034444 up
GlcCer(d18:0/24:0)/PC(39:1)/PE(O:42:2)/PE(P-42:1)/PE(42:1) 0,029046 down
Glucosylceramide (d18:1/24:0)/PC(38:1)/PE(41:1) 0,026204 down
LacCer(d18:0/16:0)/PC(42:5)/Ins-1-P-Cer(40:1)/C22 Sulfatide 0,025398 up
PA(18:0) 0,024149 down
PA(0O-18:0/18:3(92,12Z,15Z))/PG(0-29:0) 0,043124 down
PA(0O-32:0) 0,024342 up
PA(P-16:0/21:0)/PG(32:0)/PA(38:5) 0,018452 up
PA(P-18:0/17:1(92)) 0,018294 up
PC(0-24:0) 0,0235 up
PE(20:4(5Z,82,117,147)/22:6(4Z,72,10Z,13Z,16Z,19Z))/PI(31:1) 5,35E-05 up
PE(O-18:0/19:1(92))/Cerebroside B/ GlcCer(35:2)/CerP(42:2)/ 0,024172 up
PC(P-33:2)/PE(P-36:2)/PE(O-36:3)
PE-NMe2(18:1(9E)/18:1(9E))/PE(O-38:4)/PE(P- 4,76E-04 up
38:3)/PE(38:3)/PC(0O-35:4)
PG(16:0/17:2(9Z,122)) 0,025597 up
PG(38:0)/TG(48/8)/PG(0-38:1)/PG(P-38:0) 0,025968 up
PG(P-37:1)/IPG(0-37:2) 0,022001 up
PG(P-40:2)/PG(0-40:3) 0,027358 down
P1(0-20:0/12:0)/PC(37:4)/PE(40:4)/PS(P-38:4)/PS(0O-38:5) 0,01172 up
PS(17:0/22:1(112))/PS(0O-40:1)/PS(P-40:0) 0,015925 down
PS(P-38:4)/PS(0O-38:5) 0,025977 up
TG(16:0/14:0/16:1(92))[is06] 0,029092 down
TG(16:0/16:1(92)/16:1(92))[is03] 0,028442 down
TG(16:1(92)/17:1(92)/17:1(92))[is03]/PG(41:0) 0,027652 down
TG(16:1(92)/18:0/20:2(11Z,14Z))[iso6] 0,01669 up
TG(18:2(92,127)/20:1(112)/22:4(72,102,132,16Z))[is06] 0,019288 down
TG(21:0/22:6(42,72,10Z,13Z,167,197)/22:6(4Z,72,10Z,13Z,16Z,1 0,001038 up
927))[is03]
TG(43:3)/PE-Cer(39:1)/SM(36:1)/PA(P-39:0)/PA(O-39:1) 0,027467 down
TG(50:0) 0,027069 up
TG(59:9) 0,00401 up

TG(65:2) 0,001892 up
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3.3. Estrés oxidativo en nucleos de médula espinal de pacientes de
ELA

Teniendo en cuenta que el estrés oxidativo es uno de los mecanismos
implicados en la patologia de la ELA y ademas, puede dafiar estructuralmente
a las nucleoporinas, como se ha comentado en la seccion Nucleoporinas; se
analizaron los niveles de 80Hdg, el cual es un marcador de dafio oxidativo a
acidos nucleicos (Syslova et al. 2014). La determinacion fue realizada en
ndcleos aislados de corteza cerebral extraidas post mortem mediante
inmunofluorescencia indirecta, utilizando el anticuerpo monoclonal anti-8OHdg.
El anticuerpo anti-NeuN se utilizé para diferenciar entre neuronas y células
gliales, al reconocer a la proteina NeuN (figura 16 A) la cual es una reconocido

marcador nuclear de neuronas (Gusel'nikova and Korzhevskiy 2015).

El analisis de inmunofluorescencia muestra una disminucion significativa
(p<0,05) en la reactividad del marcador dafio oxidativo anti-80Hdg, en los
nacleos extraidos post mortem, de la corteza cerebral de los pacientes de ELA,
con respecto a los controles (figura 16 A). Sin embargo, al discriminar entre
neuronas y glia mediante la reactividad intranuclear de NeuN, se observa un
aumento significativo de la inmunoreactividad de 80OHdg en los nucleos
neuronales en relacion con los ndcleos de las células la gliales, tanto en el
grupo control (38 %) como en los nucleos extraidos de tejido post mortem de
pacientes de ELA (117 %).

3.4. Nucleoporinas en modelo de raton de ELA familiar.

Los ratones transgénicos que expresan formas mutadas de SOD1,
desarrollan neurodegeneracion en las motoneuronas y sintomas clinicos
similares a los observados en pacientes con ELA. El estudio en estos modelos
animales proporciona a los investigadores una mayor comprension de la
fisiopatologia de la ELA. Uno de los modelos animales de la ELA mas
utilizados, son los ratones que expresan multiples copias de la forma mutada
humana del gen humano SOD1 (hSODG93A) (Gurney et al. 1994).
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Figura 16. La ELA se asocia a un aumento del estrés oxidativo en los nucleos aislados de
neuronas de médula espinal. Nucleos de corteza frontal extraidas post mortem, se analizaron
mediante inmunofluorescencia utilizando el anticuerpo anti-80OHdg y antiNeuN. A: Imagenes
representativas de microscopia confocal (20x) de 80Hdg y NeuN. B: Valores promedios de la
inmunoreactividad por nlcleo de la imagen anterior, tras cuantificacibn mediante programa
informatico de reconocimiento y analisis de imagenes. Las barras representan el valor promedio
de la inmunoreactividad de la 80Hdg examinadas, ajustadas por el area nuclear, con el error
tipico como indicador de desviacion. * indica diferencias significativas entre nlcleos neuronales
y ndcleos, p<0,05. Prueba U de Mann-Whitney.

En este modelo animal se ha constatado desregulacién del transporte
nucleocitosolico por deficiencias de carioferinas, en médulas espinales de
ratones transgénicos (Zhang et al. 2006). Para determinar si la
neurodegeneracion se asocia a cambios en la cantidad de NUPs que puedan
contribuir a alteraciones en el transporte nucleocitosolico en este modelo; se
determinaron los niveles de miembros representativos de las algunas NUPs en
homogenados de médula espinal extraidas post mortem mediante western blot,
previa separacion en gel de acrilamida e inmunodeteccion. Las
determinaciones se realizaron durante varios estadios de la enfermedad del
raton: estadio presintomatico (60 dias), inicio de los signos clinicos (90 dias) y
punto final de la enfermedad (120 dias). Ademas, el estudio se llevé a cabo en
ratones hembras y machos en vistas a observar posibles diferencias
relacionados con el sexo, propias de la enfermedad de ELA (Cacabelos et al.
2016b).
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Estadio presintomatico

La figura 17 muestra la determinacion de las FG-NUP immunoreactivas
al anticuerpo MADb414, en homogenados de médulas lumbares de ratones
SODG93A a 60 dias de edad en hembras (figura 17 A) y machos (figura 17 B).
A esta edad, los ratones no tienen sintomas clinicos. El analisis de las FG-NUP
determinadas en homogenados de ratones controles y aquellas provenientes
de los animales modelos de la enfermedad, no muestran diferencias
significativas en hembras (figura 17 C) ni en machos (figura 17 B) a los 60 dias
de edad. Sin embargo, el analisis por dos vias (figura 17 E), demuestra que el
género es un factor relevante (p<0.04), indicando un incremento en las
hembras (explicando el 16% de la variacion de valores), y que la presencia del
transgén podria influir, a la baja, la cantidad de motivos FG-NUP (p=0,08,
explicando el 11% de la variacion de valores).

La nucleoporina NUP93, la cual es una proteina estructural que participa
activamente en el ensamblaje y mantenimiento del poro nuclear y en el
transporte nucleocitoplasmatico (Vollmer and Antonin 2014), también fue
determinada mediante western blot en las médulas de ratones hembras (figura
18 A) y machos (figura 18 B) a la edad de 60 dias. En este periodo
presintoméatico de la enfermedad, el analisis de los niveles de NUP93 muestra
un aumento significativo (p<0,05) aproximadamente en un 30 %, en las ratonas
transgénicas, en comparacion con las ratonas controles (figura 18 C). El
analisis de esta proteina en ratones (machos) a esta edad, no muestra
diferencias significativas entre los controles y los ratones SODG93A (figura 18
D).

Figura 17. La presencia del transgén hSODG93A no induce una desregulacion en MAb414 en
médula espinal murina en estadios presintomaticos. Homogenados de médula espinal de ratones
hSODG93A de 60 dias de edad, se analizaron mediante inmunodeteccion, utilizando un
anticuerpo MAb414. A: Imagen representativa de la inmunoreactividad de los homogenados en
ratonas. En la parte inferior se muestra la tincion de Coomasie como control de carga proteica. B:
Imagen representativa de inmunoreactividad de los homogenados en ratones. En la parte inferior
se muestra la tincion de Coomasie como control de carga proteica. Valores promedios de
inmunoreactividad en hembras (C) y machos (D) de las imégenes anteriores, tras analisis
densitométrico. Las barras representan el valor promedio de la inmunoreactividad de las FG-
NUP, ajustado por la carga proteica, con el error tipico como medida de dispersién, en ratones
G93A (n=6), prueba t de Student. E: Analisis de la influencia del género y el transgén sobre la
reactividad de FG-NUP mediante Anova de 2 vias. * indica diferencias significativas en cuanto
al género (p<0.04) entre las muestras de ratones SODG93A (n=6).
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Estadio sintomaético

Aproximadamente a los 90-100 dias de edad, los ratones SODG93A
empiezan con signos y sintomas clinicos propios de la enfermedad. Estos se
caracterizan principalmente por temblores y debilidad en las extremidades
traseras, seguidos por una paralisis progresiva (Shibata 2008). Por lo tanto, se
decidié evaluar el nivel de algunas NUPs en ratones a los 100 dias de edad,

mediante western blot en homogenados de médula espinal extraidas post

mortem.
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Figura 18. La presencia del transgén hSODG93A induce una desregulacion dependiente de
género en NUP93 en médula espinal murina a estadios presintoméaticos. Homogenados de
médula espinal de ratones hSODG93A de 60 dias de edad, se analizaron mediante
inmunodeteccion, utilizando un anticuerpo anti-NUP93. A: Imagen representativa de la
inmunoreactividad de los homogenados en ratonas. En la parte inferior se muestra la tincion de
Coomasie como control de carga proteica. B: Imagen representativa de inmunoreactividad de los
homogenados en ratones. En la parte inferior se muestra la tincion de Coomasie como control de
carga proteica. C: Cuantificacion de los valores promedios de inmunoreactividad en hembras y
D: en machos, de las imagenes anteriores tras andlisis densitométrico. Las barras representan el
valor promedio de la inmunoreactividad de la hucleoporinas ajustado por la carga proteica, con el
error tipico como medida de dispersion. * indica diferencias significativas entre las muestras de
ratones SODG93A (n=7), respecto a los controles, p<0,05. Prueba t de Student.
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Figura 19. La presencia del transgén hSODG93A induce una deplecion dependiente de género
en MAb414 en médula espinal murina. Homogenados de médula espinal de ratones hRSODG93A
de 100 dias de edad, se analizaron mediante inmunodeteccion, utilizando un anticuerpo MAb414.
A: Imagen representativa de la inmunoreactividad de los homogenados en ratonas. En la parte
inferior se muestra la tincion de Coomasie como control de carga proteica. B: Imagen
representativa de inmunoreactividad de los homogenados en ratones. En la parte inferior se
muestra la tincién de Coomasie como control de carga proteica. Valores promedios de
inmunoreactividad en hembras (C) y machos (D) de las imagenes anteriores, tras analisis
densitométrico. Las barras representan el valor promedio de la inmunoreactividad de las FG-
NUP ajustado por la carga proteica, con el error tipico como medida de dispersién. * indica
diferencias significativas entre las muestras de ratones SODG93A (n=7), respecto a los controles,
p<0,05. Prueba t de Student. E: Andlisis de la influencia del género y el transgén sobre la
reactividad de FG-NUP mediante Anova de 2 vias. *** indica diferencias significativas en
cuanto al género (p<0.04) entre las muestras de ratones SODG93A (n=6).
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En la figura 19 se muestran la determinacion de los niveles de FG-NUP
immunoreactivas al anticuerpo MAb414 en ratones hembras (figura 19 A) y
machos (figura 19 C). La evaluacién de los resultados muestra una disminucion
significativa (p<0,05) de aproximadamente el 38 %, en las cantidades de FG-
NUP de la médula espinal de los ratones SODG93A machos, con respecto a
los controles (figura 19 D). Sin embargo, en las hembras no se evidencian
diferencias significativas en los niveles de FG-NUP entre ratones transgénicos
y controles (figura 19 C).

En la figura 19 D se representa el analisis Anova de dos vias, en el cual
se manifiesta que el género es un factor relevante (p<0.04), indicando un
incremento en las hembras (explicando el 30 % de la variacion de valores) con
respecto a los machos (figura 19 E).

Posteriormente se determinaron los niveles de NUP93 en ratones
SODG93A hembras (figura 20 A) y machos (figura 20 B). La determinacion se
realiz6 en ratones de 100 dias de edad, mediante western blot en
homogenados de médula espinal extraidas post mortem. Los resultados
muestran una disminucion significativa (p<0,05) de la proteina NUP93, en las
médulas espinales de los ratones transgénicos, en comparacion con los
controles, tanto en ratonas (figura 20 C) como en ratones (figura 20 D). La
cuantificacion de la inmunoreactividad resulta en una disminucién aproximada
al 48 % en hembras y del 28 % en los ratones machos. Ademas, el analisis
sobre la influencia del género y del transgén sobre la inmunoreactividad de
NUP93 mediante Anova de dos vias, indica que el género es un factor
relevante (p<0.004), indicando un incremento en las hembras (explicando el 30
% de la variacion de valores) con respecto a los machos (figura 20 E).

De la misma manera, se determinaron los niveles de la nucleoporina
NUP107, en los animales modelos de la enfermedad, a los 100 dias de edad,
mediante western blot en homogenados de médula espinal extraidas post
mortem. La proteina NUP107 forma parte del subcomplejo mas grande del poro
nuclear, el cual estd involucrado en muchas funciones celulares tales como: el
transporte de macromoléculas, la transcripcion y reparacion del ADN
(Gonzéalez-Aguilera and Askjaer 2012). Al igual que los casos anteriores, las



BTN RESULTADOS

A C
Hembras
Controles G93A

0.4+

0.3 l

..-b--..‘.-ocu

0.2

BlotAb: Anti-NUP93

0.1

—_r T T
: B 3 .

0.0

Niveles relativos de proteina

SiEy Control G93A
Coomasie

B
Machos

Controles G93A

O

0.15+

0.10

|

0.05
BlotAb: Anti-NUP93

Coomasie

Niveles relativos de proteina

Control G93A

*kx ]
0.20 1
M conTRrROL
M co3a

0.15 4

o I-**-l
- B

0.00 T T
Hembras Machos

Inmunoreactividad
anti NUP93 (UA)

Figura 20. La presencia del transgén hSODG93A induce una deplecion en NUP93 en médula
espinal murina. Homogenados de médula espinal de ratones hSODG93A de 100 dias de edad,
se analizaron mediante inmunodeteccion, utilizando un anticuerpo anti-NUP93. A: Imagen
representativa de la inmunoreactividad de los homogenados en ratonas. En la parte inferior se
muestra la tincién de Coomasie como control de carga proteica. B: Imagen representativa de
inmunoreactividad de los homogenados en ratones. En la parte inferior se muestra la tincion de
Coomasie como control de carga proteica. C: Cuantificacion de los valores promedios de
inmunoreactividad en hembras y D: en machos, de las imagenes anteriores tras analisis
densitométrico. Las barras representan el valor promedio de la inmunoreactividad de la
nucleoporina ajustado por la carga proteica, con el error tipico como medida de dispersion. *
indica diferencias significativas entre las muestras de ratones G93A (n=7), respecto a los
controles, p<0,05. Prueba t de Student. E: Andlisis de la influencia del género y el transgén sobre
la reactividad de NUP93 mediante Anova de 2 vias. *** indica diferencias significativas en
cuanto al género (p<0,005). ** indica diferencias significativas entre las muestras de ratones
SODG93A respecto a los controles (n=7), p<0,05.
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determinaciones se llevaron a cabo en ratones hembras (figura 21 A) y machos
(figura 21 B). De igual manera que las proteinas evaluadas anteriormente, el
analisis de Anova dos vias pone de manifiesto que el género es un factor
importante (p< 0,0001), indicando un incremento en las hembras (explicando el
86 % de la variacion de valores) con respecto a los machos (figura 21 E).

El andlisis de los resultados revela una disminucion significativa (p<0,05)
del 33 % de la proteina NUP107 en los ratones machos SODG93A, en
comparacion con los controles (figura 21 D). Por el contrario, en las ratonas no
se obtuvieron diferencias significativas en las cantidades de NUP107 entre
ratones transgénicos y controles (figura 21 C). El analisis de los resultados no
muestra diferencias significativas en los niveles de proteinas de FG-NUP
(figura 21 C) y de NUP107 (figura 21 D) en los ratones transgénicos, a la edad
de 100 dias.

3.4.1. Estadio final

Por ultimo se determinaron los niveles de las FG-NUP (figura 22 A) y
NUP107 (figura 22 B) mediante, western blot en homogenados de médula
espinal extraidas post mortem. La determinacion se realiz6 solamente en
ratones machos a la edad de 160 dias, que coincide con el punto final de la

enfermedad.

El andlisis de las FG-NUP y NUP107 no muestra diferencias
significativas en los niveles de estas nucleoporinas, en los ratones controles
con respecto a los ratones transgénicos a estadio terminal de la enfermedad
figura 22 C y figura 22 D.
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Figura 21. La presencia del transgén hSODG93A induce una deplecion en NUP107 en médula
espinal murina. Homogenados de médula espinal de ratones hSODG93A de 100 dias de edad, se
analizaron mediante western blot utilizando un anticuerpo anti-NUP107. A: Imagen
representativa de la inmunoreactividad de los homogenados en ratonas. En la parte inferior se
muestra la tincion de Coomasie como control de carga proteica. B: Imagen representativa de
inmunoreactividad de los homogenados en ratones. En la parte inferior se muestra la tincion de
Coomasie como control de carga proteica. C: Cuantificacion de los valores promedios de
inmunoreactividad en hembras y D: en machos, de las imagenes anteriores tras analisis
densitométrico. Las barras representan el valor promedio de la inmunoreactividad de la
nucleoporinas ajustado por la carga proteica, con el error tipico como medida de dispersion. *
indica diferencias significativas entre las muestras de ratones G93A (n=7), respecto a los
controles, p<0,05. Prueba t de Student. E: Analisis de la influencia del género y el transgén sobre
la reactividad de NUP93 mediante Anova de 2 vias. *** indica diferencias significativas en
cuanto al género (p<0,005). ** indica diferencias significativas entre las muestras de ratones
SODG93A respecto a los controles (n=7), p<0,05.
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3.5. Silenciamiento de nucleoporinas en cultivos celulares

Para determinar si las proteinas del poro nuclear podian influir en la
deslocalizacibn de TDP-43, se silenciaron los genes NUP107 y NUP93
mediante la co-transfeccion estable de los plasmido comerciales NUP107
CRISPR/Cas9 KO (sc-405252) y NUP107 HDR (sc-405252) (a partir de ahora:
CRISPR-NUP107), especifico para NUP107 y los plasmidos NUP93
CRISPR/Cas9 KO (sc-402116) y NUP93 HDR (sc-402116) (a partir de ahora:
CRISPR-NUP93), especifico para NUP93, en cultivo de células HEK-293.

El silenciamiento de cada gen se comprobd por western blot y la
localizacion y los niveles relativos de TDP-43 se determinaron mediante

inmunofluorescencia indirecta.
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Figura 22. La presencia del transgén hSODG93A no induce una deplecion de nucleoporinas en
médula espinal murina a estadios finales. La presencia del transgén hSODG93A no induce una
deplecién de nucleoporinas en médula espinal murina a estadios finales. Homogenados de
médula espinal de ratones hSODG93A de 160 dias de edad, se analizaron mediante
inmunodeteccion utilizando un anticuerpo (A) MAb414 y (B) anti-NUP107. Se muestran las
imégenes representativas de la inmunoreactividad de los homogenados. En la parte inferior se
muestra la tincion de Coomasie como control de carga proteica. Cuantificacion de los valores
promedios de inmunoreactividad de C: MAb414 y D: NUP107, tras andlisis densitométrico. Las
barras representan el valor promedio de la inmunoreactividad de las nucleoporinas ajustado por
la carga proteica, con el error tipico como medida de dispersion. * indica diferencias
significativas entre las muestras de ratones G93A (n=4), respecto a los controles, p<0,05. Prueba
t de Student.
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La transfeccion de la mezcla de pladsmidos CRISPR-NUP107 provoco
una disminucion de la proteina NUP107 en ceélulas HEK-293, ademas de
provocar la aparicion de una banda reactiva de menor peso molecular (figura
23 A). Sin embargo, la transfeccion de CRISPR-NUP93 no indujo una
disminucién de los niveles de la proteina NUP93, a pesar de comprobar bajo

varias condiciones de transfeccion (figura 23 B).

Por otro lado, se detectaron los niveles de otras NUPs bajo el
silenciamiento de NUP107 mediante western blot. Bajo nuestras condiciones
experimentales la disminucion de los niveles NUP107 indujo el incremento de
las proteinas NUP153 y NUP93 (figura 24).1
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—— — ‘.

Blot Ab: Anti-Tubulina Blot Ab: Anti-Tubulina

Figura 23. Silenciamiento de nucleoporinas NUP107 y NUP93. La transfeccion de la mezcla de
plasmidos CRISPR-NUP107 en células HEK-293, provoca disminucion de la proteina NUP107
y aparicion de una banda reactiva a un peso molecular menor. A: Imégenes representativas de la
inmunoreactividad a NUP107 en células silenciadas. En la parte inferior se muestra la
inmunoreactividad de la tubulina como control de carga proteica. B: La transfeccion de la
mezcla de plasmidos CRISPR-NUP93 en células HEK-293, ni indujo disminucién en los
niveles de NUP93 bajo nuestras condiciones experimentales.
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NUP107 y TDP-43

Para determinar si el silenciamiento de NUP107 podia influir en la
desregulacion celular de TDP-43, se detectd la proteina TDP-43 y su
fosforilacibon mediante inmunofluorescencia indirecta. Las imagenes se
analizaron mediante la utilizacion del programa de cddigo abierto CellProfiler
(Carpenter et al. 2006).
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Figura 24. El silenciamiento de NUP107 provoca aumento en los niveles de NUPs. Células
HEK-293 fueron silenciadas para el gen NUP107 mediante una técnica de CRISPR y se
analizaron mediante inmunodeteccion utilizando los anticuerpos A: anti-NUP93 y anti-
NUP153. En la figura se muestra el silenciamiento de NUP107 y la tubulina como control de
carga proteica. B: Cuantificacion de los valores promedios de inmunoreactividad de NUP93 y
NUP153, tras analisis densitométrico. Las barras representan el valor promedio de la
inmunoreactividad de los anticuerpos ajustado por la carga proteica, con el error tipico como
medida de dispersién. * indica diferencias significativas entre células control y células
silenciadas para NUP107 (n=3), p<0,05. Prueba t de Student.

El analisis de las imagenes representativas en la figura 25 A, muestra un
aumento significativo (p<0,05) de mas del 300 %, del TDP-43 citoplasmético en
las células silenciadas para NUP107 (figura 25 B). Curiosamente, el TDP-43

nuclear no experimentd cambios, segun los datos representados en la figura
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25C. Ademas, se analiz6 la fosforilacion de TDP-43 (figura 25 A) como
marcador de anomalia en el metabolismo de TDP-43, al ser esta una de las
caracteristicas tipicas de la fisiopatologia de la ELA como se ha comentado en
el aparatado de TARDBP de la seccién de genética.
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Figura 25. El silenciamiento de NUP107 provoca acumulacién de TDP-43 citoplasmatico in
vitro. Células HEK-293 fueron silenciadas para el gen NUP107 mediante una técnica de
CRISPR y TDP-43 fue detectado mediante inmunofluorescencia. A: Imagenes representativas
de microscopia confocal (20x). B: Analisis comparativo de la intensidad de fluorescencia por
células, tras cuantificacion mediante programa informéatico de reconocimiento y analisis de
imagenes. Se muestra el valor promedio con el error tipico (SEM). * indica diferencias
significativas entre control y células silenciadas de la fraccion citosélica y C: fraccion nuclear,
p<0,05. Prueba U de Mann-Whitney.

Los resultados indican un ligero aumento, pero estadisticamente
significativo (p<0,05), en la fosforilacion de TDP-43, tanto en el compartimento
citoplasmatico (figura 26 B) como en el compartimento nuclear (figura 26 C).

Este aumento alcanza el 12 % y el 17 % respectivamente.
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3.5.1. NUP107y agregados de p-TDP-43

En vista que el silenciamiento de NUP107 provoca un aumento en el
TDP-43 citoplasmatico y de su fosforilacion, tanto en el nucleo como en el
citoplasma de células HEK-293, se procedié a estudiar la formacion de
agregados de TDP-43, como caracteristica fundamental de la patologia de la
ELA (figura 26 A). Interesantemente el silenciamiento de NUP107 provoca un
aumento significativo (p<0,05) de los agregados de fosfoTDP-43 (p-TDP-43),
en el citoplasma y en el nucleo (figura 27 B) de las células HEK-293. De igual
manera, el analisis de los agregados en el compartimento celular y nuclear,
muestra que estos son significativamente de mayor tamafo (p<0,05) en las
células carentes de NUP107, en comparacion con las células controles, en

ambos compartimentos (figura 27 C).
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Figura 26. El silenciamiento de NUP107 provoca aumento de los niveles de p-TDP-43 in vitro.
Células HEK-293 fueron silenciadas para el gen NUP107 mediante una técnica de CRISPR y p-
TDP-43 fue detectado mediante inmunofluorescencia. A: Imagenes representativas de
microscopia confocal (20x). B: Analisis comparativo de la intensidad de fluorescencia por
células, tras cuantificacion mediante programa informéatico de reconocimiento y andlisis de
imagenes. Se muestra el valor promedio con el error tipico (SEM). * indica diferencias
significativas entre control y células silenciadas de la fraccién citosolica y C: Fraccion nuclear,
p<0,05. Prueba U de Mann-Whitney.
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Figura 27. El silenciamiento de NUP107 provoca agregacion de p-TDP-43 in vitro. Células
HEK-293 fueron silenciadas para el gen NUP107 mediante una técnica de CRISPR y p-TDP-43
fue detectado mediante inmunofluorescencia. A: Imagenes representativas de microscopia
confocal (60x) de agregados de p-TDP-43. B: Analisis comparativo del nimero de agregados
por células, tras cuantificacion mediante programa informatico de reconocimiento y analisis de
imagenes. Se muestra el valor promedio con el error tipico (SEM). * indica diferencias
significativas entre control y células silenciadas de la fraccién citosolica y C: Fraccion nuclear,
p<0,05. Prueba U de Mann-Whitney. D: Andlisis comparativo del tamafio de agregados
citoplasméticos y E: agregados nucleares, tras cuantificacion mediante programa informatico de
reconocimiento y andlisis de imégenes. * indica diferencias significativas entre control y células
silenciadas.

La desregulacion de TDP-43 provocado por el silenciamiento de
NUP107 se comprobd mediante western blot. Los resultados representados en
la figura 28 indican, que las células silenciadas para NUP107 presentan
incrementados los niveles de TDP-43 y de su fosforilacion, comparadas con los
controles (figura 28 B y figura 28 C).
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Figura 28. El silenciamiento de NUP107 provoca agregacion de p-TDP-43 in vitro. Células
HEK-293 fueron silenciadas para el gen NUP107 mediante una técnica de CRISPR y se
analizaron mediante inmunodeteccion utilizando los anticuerpos A: anti-TDP-43 y anti p-TDP-
43. En la figura se muestra el silenciamiento de NUP107 y la tubulina como control de carga
proteica. B: Cuantificacién de los valores promedios de inmunoreactividad de TDP-43 y p-
TDP-43, tras analisis densitométrico. Las barras representan el valor promedio de la
inmunoreactividad de los anticuerpos ajustado por la carga proteica, con el error tipico como
medida de dispersién. * indica diferencias significativas entre células control y células
silenciadas para NUP107 (n=3), p<0,05. Prueba t de Student.

NUP107 y autofagia

Ademas, el gen NUP107 parece regular el flujo autofagico celular. Bajo
silenciamiento de esta nucleoporina, se detectaron los niveles de dos proteinas
marcadoras de regulacion de la autofagia: LC3B y la proteina p62. La proteina
LC3B esta involucrada en la formacion del autofagosoma y p62 es una proteina
adaptadora que funciona de puente entre LC3B y los sustratos ubiquitinizados
(Klionsky et al. 2016). Los niveles de ambas proteinas se encontraron
incrementados en las células silenciadas con respecto a las controles (figura

29), lo que sefiala hacia una disrupcién del flujo autofagico.
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Asimismo, se visualiza una mayor ubiquitinizacion en las células
carentes de NUP107 lo cual confirma una desregulacion de la degradacion de

proteinas provocada por el silenciamiento de este gen.
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Figura 29. El silenciamiento de NUP107 provoca desregulacion de la autofagia y de TDP-43 in
vitro. Células HEK-293 fueron silenciadas para el gen NUP107 mediante una técnica de
CRISPR vy se analizaron mediante inmunodeteccion utilizando los anticuerpos A: anti-LC3B,
anti-p62 y anti-ubiquitina. B: anti-NUP107, anti-TDP-43 y anti-p-TDP-43. En ambas figuras se
muestra la tubulina como control de carga proteica. Cuantificacion de los valores promedios de
inmunoreactividad de C: MAb414 y D: NUP107, tras andlisis densitométrico. Las barras
representan el valor promedio de la inmunoreactividad de los anticuerpos ajustado por la carga
proteica, con el error tipico como medida de dispersién. * indica diferencias significativas entre
células control y células silenciadas para NUP107 (n=3), p<0,05. Prueba t de Student.
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La autofagia es un proceso especializado en la degradacién y el reciclaje
de proteinas y organelos celulares. La inhibiciébn de la autofagia provoca la
acumulacion de TDP-43 en diversos modelos celulares de ELA (Barmada et al.
2014). Bajo nuestras condiciones comprobamos que la inhibicion de este
proceso mediante el uso de dos inhibidores especificos de autofagia, la 3-
metiladenina (3-MA) y la bafilomicina A2 (BAF), provoca aumento en los niveles
citiosolicos de TDP-43 (figura 30). La 3-MA es un inhibidor selectivo de la
iniciacion de la autofagia, mediante la inhibicién de la proteina PI3K de clase |
(Seglen and Gordon 1982). Por su parte, la Bafilomycin Al inhibe la autofagia a
través del bloqueo de la fusion del autofagosoma con el lisosoma, mediante la
inhibicién de la ATPasa tipo V (Klionsky et al. 2008).
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Figura 30. La inhibicion de la autofagia provoca deslocalizacion de TDP-43 enddgeno. Células
Neuro2A fueron tratadas con 3-MA y Bafilomycin Al durante 4 horas y TDP-43 fue detectado
mediante inmunodeteccién en fraccion citosélica y fraccidon nuclear. Imagenes representativas
de la inmunoreactividad en células control y células tratadas en A: 3-Methyladenine y B:
Bafilomycin Al. Cuantificacion de los valores promedios de inmunoreactividad de C: TDP-43
en fraccion citosolica y nuclear, de células tratadas con 3-MA. D: TDP-43 en fraccion citosolica
y nuclear de células tratadas con BAF, tras analisis densitométrico. Las barras representan el
valor promedio de la inmunoreactividad de los anticuerpos ajustado por la carga proteica, con el
error tipico como medida de dispersion. * indica diferencias significativas entre células control
y células tratadas (n=3), p<0,05. Prueba t de Student.
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En la figura 30 se muestra como la inhibicién de la autofagia mediada
por 3-MA provoca un incremento de TDP-43 citosélico y una disminucion del
TDP-43 nuclear en las células tratadas comparadas con las controles. En tanto,
la BAF incrementa los niveles relativos de TDP-43 en ambos compartimentos
en las células tratadas comparadas con las controles. En cualquier caso, la
inhibicion de la autofagia provoca deslocalizacion y acumulacién citoplasmatica

de la proteina TDP-43 en células cultivadas in vitro (figura 30 Ay figura 30 B).

3.6. Estrés, nucleoporinas y TDP-43 en cultivos celulares

Bajo algunas condiciones de estrés, TDP-43 recapitula in vitro varias de
las caracteristicas histopatolégica de la ELA, como la agregacion
citoplasmatica, la fosforilacion y la ubiquitinizacion (Ayala et al. 2011a).
Ademas, varios tipos de estrés como el estrés oxidativo y el estrés osmatico
son capaces, no solo de desregular TDP-43, sino también de afectar el
transporte nucleocitoplasmatico celular (Cohen et al. 2011; Finan et al. 2011).
Para intentar establecer el comportamiento de las NUPs bajo estrés celular y
su posible relacion con TDP-43, evaluamos algunas NUPs y TDP-43, en

modelos de agregacion de TDP-43 in vitro en contexto de estrés celular.
Estrés osmoético y FG-NUP

En la figura 31 A, se muestra como el estrés hiperosmético provocado
con sorbitol, es capaz de provocar gran acumulacibn de agregados
citoplasmaticos de TDP-43 (figura 31 B). De la misma manera hubo un
incremento significativo (p<0,05) del TDP-43 citoplasmatico y nuclear en las
células tratadas con sorbitol con respecto a las controles, que alcanza

aproximadamente el 50 % en ambos casos (figura 31 C).

De igual manera, se detect6 la presencia de p-TDP-43 en este modelo
celular mediante inmunofluorescencia (figura 32 A). Paradojicamente, los
niveles de p-TDP-43 disminuyeron significativamente (p<0,05), tanto en el
compartimento nuclear como en el citoplasma (figura 32 B). No obstante, se
observa una relocalizacion y agregacion de la proteina fosforilada alrededor del

nacleo, en las células tratadas comparadas con las controles.
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Figura 31. El estrés osmdtico provoca deslocalizacion y agregacion de TDP-43 enddgeno.
Células HEK-293 tratadas con Sorbitol 400mM durante 3 horas y TDP-43 fue detectado
mediante inmunofluorescencia. A: Imagenes representativas de microscopia confocal (60x) con
agregados de TDP-43 sefialados con flechas. B: Andlisis comparativo del nimero de agregados
por células tras cuantificacion mediante software de reconocimiento y analisis de imagenes. Se
muestra el valor promedio con el error tipico (SEM) * indica diferencias significativas entre
control y tratado con sorbitol p<0,05. Prueba U de Mann-Whitney. C: Analisis comparativo de
la intensidad de fluorescencia por células, tras cuantificacion mediante software de
reconocimiento y analisis de iméagenes. Se muestra el valor promedio con el error tipico (SEM).
* indica diferencias significativas entre control y tratado con sorbitol, en fraccion citosolica y
nuclear, p<00,5. Prueba U de Mann-Whitney.

El estrés osmotico, bajo nuestras condiciones experimentales, provoca
relocalizacion perinuclear y un aumento significativo (p<0,05) de los niveles
relativos de las FG-NUP immunoreactivas a MAb414 (figura 33 A) y de NUP93
(figura 34 A) en las células tratadas con sorbitol, comparadas con las células
controles. Ademas, este incremento de las NUPs bajo estrés osmotico se
verific6 tanto en el nicleo como en el citoplasma de las células estresadas, lo
gue apunta hacia un reagrupamiento de las proteinas del poro en respuesta al

estrés (figura 33 B y figura 34 B).
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Figura 32. El estrés osmético provoca deslocalizacion de la fosforilacion TDP-43 enddgeno.
Células HEK-293 tratadas con Sorbitol 400mM durante 3 horas y p-TDP-43 fue detectado
mediante inmunofluorescencia. A: Imagenes representativas de microscopia confocal (60x) de
p-TDP-43. B: Andlisis comparativo de la intensidad de fluorescencia por células, tras
cuantificacion mediante programa informéatico de reconocimiento y analisis de imégenes. Se
muestra el valor promedio con el error tipico (SEM). * indica diferencias significativas entre
control y tratado con sorbitol, en fraccién citosélica y nuclear, p<0,05. Prueba U de Mann-
Whitney.

Como se ha comentado previamente en la seccién de Introduccion,
algunos de los mecanismos implicados en la patologia de la ELA incluyen al
estrés oxidativo, el estrés de reticulo, desregulacion en los mecanismos de
degradacion de proteinas entre otros. Todos estos mecanismos estan
asociados a la formacion de agregados y a los cambios histopatolégicos de la
proteina TDP-43.

Poco es conocido del papel de las NUPs en la fisiopatologia de le ELA.
Recién se ha comentado que podrian tener alguna implicacién en la
desregulacion del transporte nucleocitoplasmatico de algunas proteinas
implicadas en la ELA (ver seccion Transporte nucleo citoplasmatico). Por lo

tanto, el estudio de estas proteinas en modelos celulares que mimetizan
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algunas de las caracteristicas fisiopatologicas de la ELA, podria revelar el papel
de estas en la patologia. Para lo cual, evaluamos las FG-NUP immunoreactivas
al anticuerpo MAb414 mediante inmunofluorescencia, bajo algunas condiciones

de estrés celular implicadas en la ELA.
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Figura 33. El estrés osmoético aumenta los niveles de FG-NUP. HEK-293 fueron tratadas con
Sorbitol 400mM durante 3 horas y MAb414 fue detectado mediante inmunofluorescencia. A:
Iméagenes representativas de microscopia confocal (60x) de MAb414. B: Andlisis comparativo
de la intensidad de fluorescencia por células, tras cuantificacion mediante programa informatico
de reconocimiento y analisis de imagenes. Se muestra el valor promedio con el error tipico
(SEM). * indica diferencias significativas entre control y tratado con sorbitol, en fraccion
citosolica y nuclear, p<0,05. Prueba U de Mann-Whitney.
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Figura 34. El estrés osmotico provoca aumenta los niveles de la nucleoporina NUP93. HEK-293
fueron tratadas con Sorbitol 400mM durante 3 horas y NUP93 fue detectado mediante
inmunofluorescencia. A: Imagenes representativas de microscopia confocal (60x) de NUP93. B:
Analisis comparativo de la intensidad de fluorescencia por células, tras cuantificacién mediante
programa informatico de reconocimiento y andlisis de imagenes. Se muestra el valor promedio
con el error tipico (SEM). * indica diferencias significativas entre control y tratado con sorbitol,
en fraccidn citosélica y nuclear, p<0,05. Prueba U de Mann-Whitney.

Estrés oxidativo y FG-NUP

En la figura 35 Ay 36 A se muestra el efecto del estrés oxidativo provocado por
peréxido de hidrégeno en células Neuro2A, sobre TDP-43 y las FG-NUP. El
andlisis de los resultados muestra un aumento significativo (p<0,05) tanto de
TDP-43 como de las FG-NUP en las células tratadas, con respecto a las
controles. Curiosamente, el estrés oxidativo provoca un aumento de TDP-43 en
el nucleo y en el citoplasma (figura 35 B) pero no se observaron focos
citoplasmaticos. Las FG-NUP immunoreactivas a MAb414 se deslocalizaron
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hacia el citoplasma bajo estrés oxidativo y se observa un aumento de los

niveles relativos de proteina (figura 36 B).
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Figura 35. El estrés oxidativo induce aumento de los niveles de TDP-43 en células Neuro2A.
Células N2A fueron tratadas con H202 10 uM durante 4 horas y TDP-43 fue detectado
mediante inmunofluorescencia. A: Imagenes representativas de microscopia confocal (60x) de
TDP-43. B: Anélisis comparativo de la intensidad de fluorescencia por células, tras
cuantificacion mediante programa informético de reconocimiento y analisis de imégenes. Se
muestra el valor promedio con el error tipico (SEM). * indica diferencias significativas entre
control y tratado con H202, p<0,05. Prueba U de Mann-Whitney.

El analisis de los resultados de las células tratadas con arsenito de sodio
(figura 37 A) muestra un aumento significativo (p<0,05) de TDP-43, en el
compartimento nuclear y en el citoplasmatico (figura 37 B). Ademas, las FG-
NUP (figura 38 A) también se detectan incrementados sus niveles en las
células tratadas y se observa una desregulacién de su normal localizacién

perinuclear hacia el citoplasma (figura 38 B).
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Figura 36. El estrés oxidativo provoca aumento en los niveles de nucleoporinas. Células N2A
fueron tratadas con H202 10 puM durante 4 horas y MAb414 fue detectado mediante
inmunofluorescencia. A: Iméagenes representativas de microscopia confocal (60x) de Mab414.
B: Anélisis comparativo de la intensidad de fluorescencia por células, tras cuantificacion
mediante programa informatico de reconocimiento y analisis de imagenes. Se muestra el valor
promedio con el error tipico (SEM). * indica diferencias significativas entre control y tratado
con H202, p<0,05. Prueba U de Mann-Whitney. C: Correlacion entre los niveles proteicos de
FG-NUP y TDP-43 tras la oxidacion con H202. La comparacion de las pendientes de las
regresiones lineales no muestra diferencias significativas (p=0,6054). Analisis de covarianza.

Estos resultados se repitieron bajo estrés oxidativo inducido por
paraquat, donde se observa un aumento tanto de TDP-43 (figura 39) como de
las FG-NUP reactivas a MADb414 (figura 40), en el compartimento

citoplasmatico y en el nuclear.
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Figura 37. El estrés oxidativo induce aumento en los niveles de TDP-43 en células SH-SY5Y.
Células SH-SYS5Y fueron tratadas con arsenito de sodio 0,5 mM durante 1 hora'y TDP-43 fue
detectado mediante inmunofluorescencia. A: Imagenes representativas de microscopia confocal
(20x) de TDP-43. B: Analisis comparativo de la intensidad de fluorescencia por células, tras
cuantificacion mediante programa informético de reconocimiento y analisis de imégenes. Se
muestra el valor promedio con el error tipico (SEM). * indica diferencias significativas entre
control y tratado con arsenito de sodio. , en fraccion citosélica y nuclear, p<0,05. Prueba U de
Mann-Whitney.
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Figura 38. El estrés oxidativo induce aumento en los niveles de FG-NUP en células SH-SY5Y.
Células SH-SY5Y fueron tratadas con arsenito de sodio 0,5 mM durante 1 horay MAb414 fue
detectado mediante inmunofluorescencia. A: Imagenes representativas de microscopia confocal
(60x) de MAb414. B: Analisis comparativo de la intensidad de fluorescencia por células, tras
cuantificacion mediante programa informéatico de reconocimiento y analisis de imégenes. Se
muestra el valor promedio con el error tipico (SEM). * indica diferencias significativas entre
control y tratado con arsenito de sodio, p<0,05. Prueba U de Mann-Whitney. C: Correlacion
entre los niveles proteicos de FG-NUP y TDP-43 tras la oxidacion con arsenito de sodio. La
comparacion de las pendientes de las regresiones lineales no muestra diferencias significativas
(p=0,4052). Analisis de covarianza.
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Figura 39. El estrés oxidativo induce aumento de los niveles de TDP-43 en células SH-SY5Y.
Células SH-SY5Y fueron tratadas con Paraquat 1 mM durante 24 horas y TDP-43 fue
detectado mediante inmunofluorescencia. A: Imagenes representativas de microscopia
confocal (60x) TDP-43. B: Analisis comparativo de la intensidad de fluorescencia por células,
tras cuantificacion mediante programa informético de reconocimiento y andlisis de iméagenes.
Se muestra el valor promedio con el error tipico (SEM). * indica diferencias significativas
entre control y tratado con Paraquat, en fraccion citosélica y nuclear, p<0,05. Prueba U de
Mann-Whitney.
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Figura 40. El estrés oxidativo aumenta los niveles de nucleoporinas en células SH-SY5Y.
Células SH-SY5Y fueron tratadas con Paraquat 1 mM durante 24 horas y MAb414 fue
detectado mediante inmunofluorescencia. A: Imagenes representativas de microscopia confocal
(60x) MAb414. B: Andlisis comparativo de la intensidad de fluorescencia por células, tras
cuantificacion mediante programa informéatico de reconocimiento y analisis de imégenes. Se
muestra el valor promedio con el error tipico (SEM). * indica diferencias significativas entre
control y tratado con Paraquat, en fraccion citosélica y nuclear, p<0,05. Prueba U de Mann
Whitney. C: Correlacion entre los niveles proteicos de FG-NUP y TDP-43 tras la oxidacion con
arsenito de sodio. La comparacion de las pendientes de las regresiones lineales muestra
diferencias significativas (p=0,0001). Analisis de covarianza.
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4. DISCUSION

4.1. Nucleoporinas en tejido post mortem de ELA

Los mecanismos por los cuales las motoneuronas neurodegeneran en le
ELA, son actualmente desconocidos. La evidencia cientifica ha revelado varios
procesos celulares afectados que se dan en la enfermedad. Asi, este trabajo se
enmarca en el posible papel de las nucleoporinas en la ELA y su posible
implicacion en la patogenia de esta enfermedad.

FG-NUP en tejido de pacientes de ELA

En homogenados de tejido de médula espinal extraido post mortem, se
evidencia la disminucion de los niveles relativos de FG-NUP, mediante western
blot. Las FG-NUP son unas NUPs situadas en canal central del poro nuclear
que intervienen en el transporte nucleocitoplasmatico, mediante la interaccion
con proteinas transportadoras, como por ejemplo la carioferina 3 (Bayliss et al.
2000). De la misma manera, en nudcleos aislados de tejido congelado de
meédula espinal y corteza cerebral, extraidos post mortem de pacientes de ELA,
se encontraron disminuidos significativamente los niveles relativos a las FG-
NUPs, mediante inmunofluorescencia. Sin embargo, en nucleos aislados de
corteza motora, al discriminar entre neuronas y células gliales, mediante la
tincion de la proteina nuclear especifica de neuronas NeuN, se observa una
disminucién de los niveles relativos de estas NUPs en las células gliales y no

se observa en la poblacion neuronal.

Por otro lado en un andlisis de varias NUPs en ndcleos aislados,
especificamente NUP93, NUP107 y FG-NUP, por citometria de flujo, no se
demostré disminucion de las FG-NUP, pero si de NUP107 la cual es una NUP
estructural que forma complejos con otras proteinas del poro nuclear y es

necesario para el ensamblaje de este ultimo (Hoelz et al. 2011).

Previamente se habia demostrado alteraciones en la integridad nuclear
de motoneuronas de ratones G93A (Kinoshita et al. 2009). Los autores

demostraron mediante la deteccion de las nucleoporina NUP62, NUP88 y
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NUP153, que los nucleos de las motoneuronas del asta anterior de la médula
espinal de los ratones transgénicos, presentaban contornos irregulares y
sinuosos, a diferencia con las células controles que mostraban contornos
regulares y suaves (Kinoshita et al. 2009). Similares resultados se obtuvieron
en motoneuronas de pacientes de ELAe, donde, a diferencia de los casos
controles, la deteccion de NUP62 mostraba irregularidades del contorno

nuclear, en el asta anterior de la médula espinal.

La proteina NUP62 es una proteina FG-NUP glicosidada localizada en el
canal central del poro nuclear, que participa activamente en el transporte
nucleocitoplasmatico, facilitado por los dominios de repeticiones de
fenilalanina-glicina (Clarkson et al. 1996). En nuestro estudio, no se observaron
irregularidades de la membrana nuclear de los ndcleos aislados, pero si una
disminucion en el conjunto de las FG-NUP, immunoreactivas al anticuerpo
MADb414 que reconoce epitetos comunes a estas proteinas, mediante
inmunofluorescencia cuantitativa y western blot. Recientemente se ha
demostrado en un modelo roedor de agregacién de TDP-43, que algunas FG-
NUP como es el caso de NUP62, pueden sufrir protedlisis mediada por capaina
(Yamashita et al. 2017), lo que podria explicar la disminucién de las FG-NUP
del poro nuclear. En el estudio en cuestion, la actividad de la calpaina no se
limitaba solamente a las FG-NUP, también podia actuar sobre otras proteinas
del poro nuclear que no comparten dominios de fenilalanina-glicina, como la
proteina NUP88 que reside en la parte externa del poro nuclear, en contacto
con el citoplasma, lo cual apunta hacia una desorganizacion generalizada del
poro nuclear. Curiosamente, TDP-43 es una diana directa de la calpaina en la
ELA. En estudios anteriores se ha constatado acumulacién citoplasmatica de
fragmentos de TDP-43 dependientes de calpaina, en motoneuronas de un
modelo roedor de agregacion de TDP-43 y en el cerebro y la médula espinal de
pacientes de ELA (Yamashita et al. 2012).

Ademas, en un estudio con la colaboracion de nuestro grupo, se observé
que la calpaina estaba activada en médulas de ratones SODG93A, en
diferentes estadios de la enfermedad (Gou-Fabregas et al. 2014). Estos datos
apuntan hacia una degradacion de las proteinas del poro nuclear, mediado por

calpaina, como un evento asociado a la patogenia de la ELA.
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Las NUPs se renuevan cada vez que las células entran en mitosis. El
poro nuclear se desensambla y se ensambla durante la formacién del nuevo
ndacleo (Hetzer 2010). Sin embargo, en células post mitéticas como las
neuronas, la renovacion de las NUPs no tiene lugar y algunas, como los
miembros de los subcomplejos NUP107/NUP160 y NUP93/NUP205,
permanecen incorporadas en el poro nuclear durante toda la vida atil de la
célula (D ’angelo et al. 2009). Esto conlleva a una mayor susceptibilidad de
estas NUPs de larga vida, al dafio ocasionado por el estrés oxidativo, por
ejemplo en envejecimiento, donde se ha constatado pérdida de la barrera de
permeabilidad nuclear e importe de proteinas citoplasmaticas en el
compartimento nuclear (D ’angelo et al. 2009). Aunque la ELA no es una
patologia tipica de envejecimiento, la edad es sin duda un factor de riesgo de la
enfermedad. Las tasas de incidencia por edad de los registros europeos,
muestran que la incidencia de ELA aumenta después de los 40 afios de edad y
alcanza un pico a finales de los aflos sesenta o principios de los setenta (Liu et
al. 2014). Por lo tanto, el deterioro observado en el poro nuclear en los nucleos
envejecidos y la pérdida de la selectividad en el transporte a través del poro
nuclear, pudiera ser una caracteristica de la fisiopatologia de la ELA, que

conlleva a la proteostasis tipica de esta enfermedad.

En concordancia con la hipodtesis anterior, estudios recientes han
demostrado desregulaciones de las NUPs en varios modelos experimentales
de ELA, que conllevan a un deterioro del transporte nucleocitoplasmatico
celular y que podria asociarse a la desregulacion de TDP-43. Por ejemplo, las
nucleoporinas NUP107 y NUP205 presentan anormal localizacién nuclear en
células de corteza motora aisladas de pacientes de ELAf, asociados al gen
CI90RF72. Estas proteinas forman agregados intranucleares que colocalizan
con proteinas involucradas en el transporte nuclear como la proteina
RanGAPL1, lo cual sugiere un deterioro del complejo de nucleoproteinas en
estos pacientes (Zhang et al. 2015).

Ademas, estudios de screening genético en modelos de Drosophila, que
expresan las proteinas de repeticion de dipéptidos (DPR), asociadas a la
traduccion no convencional del gen C9ORF72; se identificaron varias NUPs,
tales como NUP50, NUP153, TNPO1, NUP107 y NUP160 y componentes de
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la maquinaria de transporte nucleocitoplasmatico como mediadores de la
toxicidad de las DPR, lo cual apunta hacia una posible relacion de las

nucleoporinas en la etiopatogenia de la ELA.

El incremento neuronal de 80OHdg como marcador del dafio oxidativo al
ADN observado en la figura 16, refuerza la hipotesis del estrés oxidativo como
mediador en la desregulacion de las NUPs. Nuestro resultado es consistente
con la literatura, donde mdltiples hallazgos evidencian el aumento del dafio al
ADN en pacientes de ELA (Coppede 2011). Los niveles de este marcador ya se
habian visto incrementados en el ADN de neuronas de la corteza motora de
pacientes de ELAe y de ELAf (Ferrante et al. 1997). De la misma manera,
también se vieron incrementados en el plasma, la orina y el liquido
cefalorraquideo de pacientes de ELA. De manera interesante los niveles de
80OHdg en la orina de pacientes, incrementan con el tiempo y correlacionan con

el agravamiento de la enfermedad (Bogdanov et al. 2000b).

4.2. Lipidos nucleares y nucleoporinas

El andlisis del perfil lipidomico de los ndcleos aislados de tejido post
mortem de pacientes de ELA y controles, muestra un perfil diferencial entre el
grupo control y el grupo patolégico. Lo anterior reafirma la complejidad de esta
enfermedad, en la cual no sélo existe una desregulacién proteica sino también,
una restructuracion de los lipidos de las estructuras del sistema nervioso

central que podrian contribuir a la patogénesis de la enfermedad.

Diversos estudios se han enfocado en correlacionar el perfil lipidico de
pacientes de ELA y animales de experimentacién, con la prevalencia y
progresion de la enfermedad. Sin embargo, los estudios no son consistentes y
muestran disparidad en los resultados. Por un lado, se han correlacionado
elevados niveles de triglicéridos y colesterol en sangre de pacientes de ELA,
con una tasa de supervivencia prolongada de estos, en comparacion con los
que tenian bajos niveles de triglicéridos y colesterol (Dupuis et al. 2008; Huang
et al. 2015). Sin embargo, otros investigadores han concluido que la
hiperlipidemia no es un factor predictor de supervivencia en estos pacientes

(Kostic Dedic et al. 2012; Paganoni et al. 2011). En linea con lo expuesto
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anteriormente, un reciente metaanalisis concluyé que aquellos pacientes con
elevados niveles de triglicéridos en sangre, no tenian una mayor supervivencia

comparados con aquellos con bajos niveles de triglicéridos (Huang et al. 2015).

Pese a estos estudios en plasma, no existe un gran namero de
referencias sobre alteraciones membranales celulares en ELA y sus modelos,
aunque en estudios previos de nuestro grupo (Cacabelos et al. 2014) y otros
(Yip et al. 2013) sugieren la importancia de los omega-3 en la dieta como
modificadores de la enfermedad, sin haber entrado en el mecanismo exacto.
Desconocemos si los posibles efectos de estas dietas pasan por modificacion
de los lipidos del tejido nervioso o si son efectos indirectos (e.g. a través de
cambios en microvasculatura u otros efectos). Por otro lado, cabe recordar que
una de las formas de ELA familiar, el subtipo 8, se debe a una mutacién en la
proteina VAP-B, implicada en el trafico membranal intracelular (Nishimura et al.
2004) con lo que se puede aventurar que la composicion de las membranas
intracelulares puede ser un factor relevante en la fisiopatologia de la ELA. Por
otro lado, la interacciobn entre los lipidos la membrana nuclear y las
nucleoporinas y su contribucion a la homeostasia celular, en general esta poco
estudiada. Para ejercer su funcion, las NUPs necesitan estar ancladas
adecuadamente en los puntos de fusion entre las membranas nucleares
externa e interna de la envoltura nuclear (Mészéros et al. 2015). Las zonas de
contacto entre la membrana nuclear y las NUPs, se caracterizan por ser areas
altamente especializadas e intrinsecamente muy curvadas de la envoltura
nuclear, en la que estan incrustadas algunas nucleoporinas transmembrana
como son: Pom121, GP210 y NDC1, las cuales se requieren para el anclaje del
poro a la envoltura nuclear (Floch et al. 2015; Stavru et al. 2006). Ademas de
estas proteinas transmembranas, una serie de NUPs, como por ejemplo,
miembros del complejo NUP107-160 contienen dominios que interaccionan con
la membrana nuclear, especializados en el anclaje del NPC a la envoltura del
nucleo (Doucet and Hetzer 2010; Patel and Rexach 2008). Nuestros resultados
son compatibles con cambios en la composicion de las membranas que
conforman la envoltura nuclear, dado que se afectan fosfolipidos como
fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina y fosfatidilinositol, que se encuentran entre

los componentes membranales (ver tabla 8). Adicionalmente, los cambios en
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triacilglicéridos podrian ser explicados por cambios en las denominadas gotas
lipidicas, recientemente descritas en el nucleoplasma (Farese and Walther
2016). Dado que su papel fisioldgico se desconoce, no podemos inferir su
significado fisiopatol6gico en nuestras muestras. Finalmente, otro grupo de
lipidos con potencial relevancia son los glicoesfingolipidos. Hallazgos previos
en el campo sugieren la importancia de estos lipidos: asi en el modelo G93A,
se demuestra una alteracion tanto en la concentracion de estos con el
desarrollo de la enfermedad, y como la administraciéon de GM3, uno de sus
miembros, conduce a una mejora en el curso clinico de la enfermedad (Dodge
et al. 2015)). Por otro lado, y de forma congruente con estos hallazgos, se ha
demostrado que la transcripcion de glucosilceramida sintasa es necesaria para
una éptima proteccion frente a la denervacion, y que su inhibicion empeora el
curso clinico en otro modelo de la ELA familiar, el ratbn hSODG86R (Henriques
et al. 2015). Nuestros resultados son plenamente compatibles con estos datos
previos, ya que encontramos disminuciones significativas en los niveles
nucleares de dos lipidos afines con la estructura de glucosilceramidas. Estas
moléculas son precursores de intermediarios de sefalizacion, con lo que su
papel fisiopatologico podria venir dado por alteraciones en autofagia (Guenther
et al. 2008; Guenther and Edinger 2009), hip6tesis compatible con los cambios
en este proceso que hemos observado en los estudios con cultivo celular. No
obstante, multiples vias (incluyendo la alteracién de los denominados lipid rafts
o dominios de anclaje de receptores tréficos (Cascianelli et al. 2008)) podrian
también explicar estos cambios, pese a que su papel en la envoltura nuclear

aun esta por establecer.

4.3. Silenciamiento de nucleoporinas

El silenciamiento del gen NUP107 mediante la técnica de
CRISPR/CASY, se llevé a cabo para estudiar la posible relacién entre esta NUP
y la proteostasis asociada a TDP-43. NUP107 es una proteina estructural, que
forma uno de los mayores subcomplejos dentro del poro nuclear, el
subcomplejo NUP107/NUP160; cuyos componentes participan en diversas
funciones como el ensamblaje (Walther et al. 2003), en la distribucion de las de

las NUPs en el poro nuclear y en la exportacion de ARNm en levaduras y
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vertebrados (Boehmer et al. 2003; Vasu et al. 2001). Ademas, como se ha
mencionado previamente, las proteinas estructurales como las del complejo
NUP107/NUP160 son extremadamente estables en el tiempo y no se renuevan
una vez incorporadas en la envoltura nuclear; lo cual les confiere una mayor
vulnerabilidad al dafio, especialmente en el envejecimiento (D’Angelo et al.
2009) y posiblemente en enfermedades neurodegenerativas donde se

evidencia un cumulo de dafio oxidativo (Niedzielska et al. 2016).

Los estudios de silenciamiento del gen NUP107 en células HEK-293
provocaron una desregulacion en los niveles proteicos de TDP-43, tanto por
fluorescencia indirecta (figura 25) como por western blot (figura 28) Un
incremento de los niveles de TDP-43, tanto en el citoplasma como en el
compartimento nuclear se ven reflejados en la figura 25. Ademas, la
fosforilacibn de esta proteina también se observa incrementada en ambos
compartimentos celulares (figura 26) y en lisados totales de células silenciadas
respecto a las controles (figura 28). El analisis de los agregados de p-TDP-43,
como indicador de proteostasis de TDP-43, reflej6 un aumento de los
agregados fosforilados de esta proteina, en las células silenciadas para

NUP107, en comparacion con las células controles (figura 27).

Ningun vinculo directo se ha establecido antes entre NUP107 y TPD-43.
Estudios previos, sin embargo, han evidenciado una relacién entre estas dos
proteinas en el marco de la ELA. En pacientes de ELA asociados al gen
CI90RF72, que presentan los tipicos agregados citoplasméaticos de TDP-43
(Edbauer and Haass 2016), la proteina NUP107 se agrega en la membrana
nuclear de células de la corteza motora y colocaliza con proteinas que
intervienen en el transporte nuclear como RanGAPl (Zhang et al. 2015).
Igualmente, otros investigadores han reportado deslocalizacion intranuclear de
NUP107 y otras NUPs estructurales en médula espinal de pacientes de ELAe y
de ratones G93A (Shang et al. 2017). Estos hechos apuntan a que el
silenciamiento de NUP107 puede provocar una disrupcion en el transporte
nucleocitoplasmatico, que conlleva a la formacion de agregados fosforilados de
TDP-43. Aunque no necesariamente la fosforilacion es un requisito para la
agregacion (Iguchi et al. 2012), habitualmente es asociada con insolubilidad y
mal plegamiento de TDP-43 (Scotter et al. 2015).
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NUP107 participa también en el ensamblaje y el reordenamiento de
otras nucleoporinas dentro del poro nuclear (Hoelz et al. 2011). El
silenciamiento de esta proteina podria causar fallos en la estructura del poro
nuclear y afectar el transporte que se realiza a través de estas estructuras y
ocasionar o contribuir a la deslocalizacion de TDP-43. Un analisis de algunas
NUPs llevado a cabo después del silenciamiento de NUP107, mediante ARN
de silenciamiento (ARNsi) en células Hela, resultd en disminucién de los
niveles relativos de estas proteinas (Boehmer et al. 2003). Los autores
detectaron que algunas FG-NUP, que participan en el transporte a través del
poro nuclear como NUP153, NUP358 y NUP214, reducian sus niveles luego
del silenciamiento de NUP107 (Boehmer et al. 2003). En nuestro caso, el
silenciamiento de NUP107 ocasion6 un aumento de los niveles relativos de
varias NUPs (figura 24), en franco contraste con lo reportado en la literatura.
No obstante, los elevados niveles de NUPs en células silenciadas, podrian
explicarse debido a una respuesta celular compensatoria de los niveles de
NUP107. El establecimiento por nuestra parte, de una linea celular estable
carente del gen NUP107, podria producir en el tiempo, un reordenamiento de
las NUPs como respuesta adaptativa de la célula a la falta de NUP107. En
cualquier caso, la desorganizacion de las nucleoporinas podria ocasionar fallos
en el transporte de TDP-43 a través del poro nuclear, mediado por
transportadores solubles, como las carioferinas. Las carioferinas transportan
TDP-43 a ambos lados de la membrana nuclear y establecen un complejo con
varias FG-NUPs; por lo que un fallo o deterioro de las NUPs podria contribuir a
la deslocalizacion y subsecuente agregacion de TDP-43 (Nishimura et al.
2010). Por ejemplo, el silenciamiento mediante ARNsi de las proteinas NUP62
y NUP54 las cuales tienen dominios de fenilalanina-glicina, provocan
acumulacion en el citoplasma de TDP-43 en cultivo celular (Nishimura et al.
2010).

NUP107 y Autofagia

La autofagia es uno de principales procesos celulares de degradacion
gue tienen las neuronas para lidiar con los agregados proteicos. Aunque la
relacion exacta de la autofagia en la patogénesis de la ELA todavia es objeto

de controversia, la mayoria de la evidencia cientifica confluye en que defectos



DISCUSION

en el flujo autofagico puede contribuir a la neurodegeneracion de las

motoneuronas y la progresion de la ELA (Lee et al. 2015; Song et al. 2012).

En este estudio se detecté una desregulacion de la autofagia en las
células silenciadas para NUP107 en comparacion con las células controles. La
alteracion de este proceso fue evidenciado por la disminucion de la relacion
entre los niveles relativos de LC3Il y LC3I (LC3II/LC3I) y el aumento en los
niveles de p62. La proteina LC3ll se presenta conjugada con
fosfatidiletanolamina y se asocia a las membranas del autofagosoma, por lo
que su deteccion, generalmente es buen indicador del numero de
autofagosomas (Kabeya 2000). Por su parte, la proteina p62 funciona de
puente entre las proteinas ubiquitinizadas y LC3Il, desempefiandose como
sefializador de la degradacién. La acumulacibn de la proteina p62
habitualmente se asocia un incremento de sustratos sefalizados por autofagia
y por consecuencia con una inhibicion de la autofagia (Bjgrkey et al. 2005). En
este caso, el incremento de LC3Il, que correlaciona con el aumento en el
namero de autofagosomas, se puede interpretar como un bloqueo de la fusion
del autofagosoma con el autolisosoma, que impide la degradacion de sustratos
ubiquinizados, de acorde a la acumulacién de p62 y de ubiquitina. Otra
interpretacion de los aumentos de LC3Il y p62, podria referirse a una induccion
de la autofagia que resulta insuficiente para lidiar con la agregacién de TDP-43.
Similares resultados se han detectado en médulas espinales de pacientes de
ELA y en modelos experimentales, en los cuales se evidencia un aumento de
p62 y de LC3II (Sasaki 2011; Song et al. 2012).

En este contexto, un estudio anterior ha relacionado a la proteina TPR,
una nucleoporina de la cesta nuclear con el sistema autofagico (Funasaka et al.
2012). Los autores inhibieron la expresion de TPR mediante ARNsi en células
Hela y detectaron un aumento del flujo autofagico mediado por acumulacion
intranuclear de la proteina supresora de tumor p53, la cual induce autofagia por
estimulacion de los genes AMPK y DRAML1 (Tavernarakis et al. 2008) y
mediante la regulacién transcripcional del ARNm de proteinas autofagicas
como ATG5 y ATG12 (Funasaka et al. 2012). El silenciamiento de TPR provocé
ademas, disminucion de los niveles de FG-NUP reactivas al anticuerpo

MADb414, lo cual indica una desorganizacion del poro nuclear y posiblemente
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una disrupcion del trafico nucleocitoplasmatico (Funasaka et al. 2012). Aunque
la relacion entre las NUPs y la autofagia no estd bien estudiada, lo anterior
demuestra que las NUPs podrian regular procesos como la autofagia, ya sea
mediante la union directa a proteinas transportaras o mediante la regulacion
transcripcional de genes reguladores del flujo autofagico. En este sentido, en
una revision de los factores transcripcionales que regulan el flujo autofagico
celular, se detectaron que muchos de ellos son controlados por el transporte
nucleocitoplasmatico (Fullgrabe et al. 2014). Dos ejemplos concretos son los
factores transcripcionales p53 y TFEB, los cuales son reguladores de autofagia

y han sido asociadas a la patogenia de la ELA (Chen et al. 2015; Martin 2000).

4.4. Nucleoporinas y estrés oxidativo

La neurodegeneracién en la ELA implica diferentes mecanismos de
estrés celular que inician o favorecen el proceso neurodegenerativo. Estudios
previos de nuestro grupo han revelado que diferentes estreses celulares, como
el estrés de reticulo, la disfuncion del proteosoma y el estrés oxidativo, inducen
los cambios patologicos de TDP-43 asociados a la ELA (Ayala et al. 2011a;
llieva et al. 2007).

En este trabajo estudiamos la implicacion de las NUPs en la
deslocalizacion y agregacion de TDP-43. En este sentido, evaluamos el
comportamiento de las NUPs mediante inmunofluorescencia indirecta, en
modelos establecidos in vitro de deslocalizacion y agregacion de TDP-43,

mediados por inductores de estrés celular.

El estrés oxidativo ha sido relacionado de diversas maneras con la
patologia de la ELA asociada a la desregulacion de TDP-43. Marcadores
incrementados de dafo oxidativo se han observado elevados en tejido post
mortem de pacientes de ELA y en modelos animales de la enfermedad (Ikawa
et al. 2015; llieva et al. 2007; Shibata et al. 2001). Por otro lado, humerosos
estudios in vitro, mediante el empleo de agentes oxidantes, han demostrado
que TDP-43 es susceptible al estrés oxidativo, provocando las caracteristicas
gue se observan en la enfermedad (Ayala et al. 2011a; Meyerowitz et al. 2011;
Parker et al. 2012).
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El estrés oxidativo fue inducido mediante el paraquat, el arsenito y el
peréxido de hidrégeno, los cuales han sido empleados previamente para el
estudio de la agregacion de TDP-43 (Ayala et al. 2011a; Meyerowitz et al.
2011; Parker et al. 2012). En todos los casos, se observa una deslocalizacion
de TDP-43, con incremento en las reactividades tanto en el compartimento

nuclear como en el citoplasmatico.

Es conocido que el estrés oxidativo puede provocar cambios en las
NUPs y en la arquitectura del poro nuclear, que dan al traste con el transporte
nucleocitoplasmatico intracelular. Las NUPs funcionan como una puerta
selectiva entre el nucleo y el citoplasma, mediando el transporte a través del
poro nuclear, previa unién a proteinas transportadoras, como las carioferinas.
TDP-43 es transportado hacia el nucleo mediante la carioferina 3, la cual se
une a las FG-NUP en su paso por el poro nuclear. Estudios previos han
demostrado que el silenciamiento de la carioferina B y de algunas NUPs, como
NUP62 y NUP54, producen agregacion de TDP-43 citoplasmatico,
demostrando que las NUP juegan un papel esencial en el transporte y la
regulacion de TDP-43 (Nishimura et al. 2010). Igualmente, los niveles de
carioferina 3, de la proteina de susceptibilidad a la apoptosis celular CAS, la
cual actia como exportina de TDP-43 y de varias NUPs como NUP88 y
NUP153, se incrementaron en condiciones de estrés oxidativo en vitro (Kodiha
et al. 2008). En nuestro caso, en concordancia con la literatura, las FG-NUPs
reactivas al anticuerpo MADb414, incrementaron la inmunoreactividad como
respuesta, tanto al estrés oxidativo como al estrés osmotico. Segun (Kodiha et
al. 2008), este incremento se debe a entrecruzamientos entre las nucleoporinas
producto del estrés oxidativo, como son los casos de NUP153 (FG-NUP
reactiva a MAb414) y NUP88 una nucleoporina que no posee repeticiones FG y
se encuentra exclusivamente en contacto con el citoplasméatica (Koéhler et al.
2010), lo cual la hace més vulnerable al estrés oxidativo. Ademas, la oxidacion
provoca la acumulacion de agregados proteicos en el poro nuclear,
compuestos por NUPs y proteinas transportadora que podria conducir a un

aumento de la reactividad de estas (Kodiha et al. 2008).

Asimismo, mediante un estudio de fosfoproteOmica se comprobo que el

estrés oxidativo provoca la fosforilacion de algunas FG-NUP como NUPS50,
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NUP153 y NUP214, mediado por la proteina MAPK quinasa (Kosako et al.
2009). La fosforilacion de las FG-NUP reduce la afinidad con proteinas
transportadoras como las de la familia de las carioferinas, provocando una
desregulacion tanto en el importe como en el exporte de sustratos a través del
poro nuclear (Kosako et al. 2009). Un estudio previo de nuestro grupo demostro
qgue el estrés oxidativo y el estrés de reticulo provocan activacion de ERK1/2,
una proteina de la familia de las MAPK, asociado a la agregacion y ruptura
proteolitica de TPD-43. Ademas, en un modelo de excitoxicidad crénica los
autores demostraron un incremento en la fosforilacion extranuclear de ERK1/2
asociado con agregados de p-TPD-43 (Ayala et al. 2011a). Recientemente Liu
y colaboradores corroboraron que la activacion de AMPK conlleva a la
agregacion citoplasmatica de TDP-43, recapitulando estas caracteristicas de la
ELA (Liu et al. 2015).

El estrés oxidativo ademas de provocar la fosforilacion de las NUPs,
también induce la formacién de puentes disulfuros intermoleculares entre estas
proteinas dentro del poro nuclear. La formacion de estos enlaces covalentes
afectan directamente el importe nuclear mediado por carioferina B (Yoshimura
et al. 2013). Las modificaciones de las NUPs por oxidacion podrian ser un
proceso regulatorio importante que afecte sustancialmente el transporte de

TDP-43 a través del canal central del poro nuclear.

Por otra parte, los analisis de correlacion entre TDP-43 y las FG-NUP
sugieren que los mecanismos de oxidacion involucrados en la relacién entre
estos dos parametros, parecen depender de la tasa de produccion de radicales
libres. Solamente el paraquat es capaz de producir un cambio significativo en la
relacion entre estas proteinas, constatado por un analisis de covarianza (figura
40).

Como hemos comentado en otros apartados, algunas NUPs
estructurales como NUP93 y NUP107 son proteinas de larga vida, que no se
renuevan en ceélulas postmitoticas y son susceptibles al estrés oxidativo, por
ejemplo en envejecimiento. Lo anterior provoca permeabilidad no selectiva del
poro nuclear, conduciendo a una desregulacion del transporte y la acumulacion

de proteinas fuera de su habitat natural (D’Angelo et al. 2009). Este contexto
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pudiera trasladarse a las enfermedades neurodegenerativas y en especial en la
ELA, donde coexisten proteinas deslocalizadas y agregadas tanto en el

citoplasma como en el compartimento nuclear.

4.5. NUPs en SODG93A

En este estudio se evidencido un cambio en los niveles de las NUPs en
ratones SODG93A a diferentes estadios de la enfermedad. Las mayores
diferencias se detectaron a la edad de 100 dias, coincidiendo con el inicio de
los sintomas clinicos propios de la neurodegeneracion. En esta fase se aprecia
una disminucion de la proteinas NUP107 y FG-NUP en los ratones machos, y
de NUP93 en ratones de ambos sexos. Lo anterior apunta hacia una
desregulacion de las nucleoporinas al inicio de la enfermedad que podria traer
como consecuencia un deterioro del poro nuclear y por consiguiente, una
desregulacion en el transporte nucleocitoplasméatico contribuyendo al proceso
neurodegenerativo (Bano et al. 2010; Gasset-Rosa et al. 2017; Zhang et al.
2016a).

Estudios previos apoyan nuestros hallazgos en la alteracion de las NUPs
en ratones SODG93A. Zhang J y colaboradores hipotetizaron, que la alteracion
en varias moléculas involucradas en el transporte, como la carioferina B y la
carioferina a2, en médulas espinales de ratones SODG93A, podria ser debido
a una disfuncion de las proteinas del poro nuclear (Zhang et al. 2006). Los
autores, ademas, hallaron deslocalizacion citoplasmatica de proteinas que se
importan al ndcleo, tanto por proteinas de la familia de las carioferinas como las
histonas H1, como aquellas que se translocan al nucleo por otras vias, como la
proteina B-catenina (Zhang et al. 2006). La desregulacion en el transporte a
través del ndcleo en este modelo de ELAf, parece comenzar desde los
primeros signos clinicos de neurodegeneracion. Asi lo demostraron los autores
mediante la deteccion de la carioferina 3 a diferentes estadios de la
enfermedad, observando una deslocalizacion citoplasmética creciente de esta

proteina, segun avanza la enfermedad (Zhang et al. 2006).

Otras evidencias en este sentido, sefialan una distribucién anormal de

las nucleoporinas del asta anterior de la médula lumbar, de ratones SODG93A
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(Kinoshita et al. 2009). La deteccion mediante inmunofluorescencia de la
nucleoporina NUP62 en médulas espinales de ratones transgénicos, resulté en
irregularidades morfoldgicas dado por un contorno irregular y discontinuo de la
membrana de la envoltura nuclear; mientras que los ratones controles
presentaban ndcleos con un contorno regular y continuo (Kinoshita et al. 2009).
Los autores también observaron estas irregularidades morfolégicas en
pacientes de ELAe, mediante la deteccién por inmunohistoquimica de otras
nucleoporinas como NUP88 y NUP153.

De manera interesante, no se encontraron cambios con el incremento de
la edad en las nucleoporinas analizadas en médula lumbar de ratones
controles, al menos en las edades comprendidas entre 8 y 20 semanas
(Kinoshita et al. 2009). En nuestro caso, detectamos una reduccion significativa
dependiente de la edad, en los niveles de FG-NUP reactivas a MAb414, tanto
en hembras como en machos controles, de acuerdo a un analisis de ANOVA
de dos vias controlado por el sexo y el tiempo. Aunque en este analisis se
asume una comparacién entre datos obtenidos en intervalos de tiempos
diferentes (se compara la relacion obtenida entre la inmunosefial del
anticuerpo, normalizado por el control de carga proteico), la posible disminucién
o desregulacion de las nucleoporinas en el tiempo, ha sido abordado en la
literatura cientifica. D’angelo y colaboradores demostraron, tanto en C. elegans
como en células mamiferas, que la estructura y funcién del poro nuclear se
deterioran en el envejecimiento. Con el avance de la edad, los ndcleos se
vuelven mas permeables y acumulan moléculas propias del compartimento
citoplasmatico como la tubulina (D’Angelo et al. 2009). Una de las posibles
razones recae en el hecho que algunas nucleoporinas estructurales como
NUP107 y NUP93, son altamente estables y no se renuevan una vez
insertadas en el poro nuclear de las células postmitéticas. Esto conlleva a una
mayor susceptibilidad de estas NUPs al estrés oxidativo producto del
envejecimiento, donde hay un incremento del dafio oxidativo a proteinas
(Chakravarti and Chakravarti 2007; Dalle-Donne et al. 2006).

En consonancia con lo anterior, los autores encontraron un elevado
aumento en los niveles de NUP93 carboxiladas, lo cual es indicativo de dafo a

la proteina por oxidacion, en nucleos envejecidos en comparacién con nucleos
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jovenes (D’Angelo et al. 2009). Los autores concluyeron que estrés oxidativo
puede deteriorar la barrera de permeabilidad nuclear y que este proceso puede

estar directamente asociado al envejecimiento.

No obstante a lo expuesto anteriormente, no podemos afirmar
categéricamente que las NUPs evaluadas en los ratones controles de nuestro
estudio, disminuyen sus niveles debido al envejecimiento. Seria interesante el
estudio de las nucleoporinas en un modelo de envejecimiento, evaluando los
niveles proteicos y la localizacion celular, asi como los posibles eventos que se

asocian al deterioro del poro nuclear en su conjunto.

De manera interesante, en este estudio evidenciamos mediante un
analisis de ANOVA de dos vias, la influencia del género sobre los niveles de
NUPs entre ratones hembras y machos. Generalmente las hembras
transgénicas tienen incrementados los niveles de NUPs, principalmente a
estadio sintomatico (figura 19 E); aunque a estadio presintomatico ya se
revelan diferencias en cuanto al género en las FG-NUP reactivas a MAb414
(figura 17 E). A dia de hoy no hay evidencias de dimorfismo sexual asociado a
la expresion de las NUPs; sin embargo, en el marco de la ELA es conocido que
el género influye en el fenotipo de los pacientes, sumandose a la edad y el
lugar de inicio de la enfermedad, asi como ciertas caracteristicas clinicas
(Blasco et al. 2012). Ademéds, la mayoria de los estudios epidemioldgicos
muestran predominio masculino con una proporcion de género de 1,2-1,5
hombres por mujer (Manjaly et al. 2010) aunque estas diferencias estan

estrechamente relacionadas con la edad (Blasco et al. 2012).

En este sentido, diversos estudios en modelos animales que presentan
la mutacion en el gen hSOD1, han demostrado que el género modifica el curso
de la enfermedad y el tiempo de vida de estos. Los ratones y ratas machos
transgénicos presentan un inicio de enfermedad mas temprano que las
hembras y un tiempo de vida mas corto (Cacabelos et al. 2016c; Suzuki et al.
2007; Veldink et al. 2003). Investigaciones de nuestro grupo al respecto, han
evidenciado que los ratones machos transgénicos presentan niveles
incrementados de marcadores de oxidacion lipidica, posiblemente debido a
alteraciones en el complejo | mitocondrial que deriva en un aumento de ROS, el
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cual es diferencial entre machos y hembras (Cacabelos et al. 2016c). Como
dato interesante, en el propio estudio se demostré6 que las hembras G93A
tenian incrementados los niveles de acido docosahexaenoico (DHA) el cual es
un acido graso polinsaturado con propiedades neuroprotectoras y que se
encuentra disminuido en la médula espinal de pacientes con ELA (Cacabelos et
al. 2016a; llieva et al. 2007). En este contexto, mediante un ensayo
semicuantitativo, de deteccion de proteinas inflamatorias de ratén,
comprobamos que, en las mismas médulas espinales donde medimos NUPs,
la presencia de G93A se asocia a un evado estatus neuroinflamatorio en
machos, comparado con las hembras transgénicas a estadio sintomatico (ver
Anexos). Lo anterior refuerza la hipotesis del dimorfismo sexual en el marco de
este modelo de ELA. No obstante, a pesar que ningun vinculo previo se ha
logrado establecer la relacion entre la neuroinflamacién y la expresion de
NUPs; mediante un analisis in silico de interaccién de genes se determinaron
varios tipos de interacciones entre NUPs y citoquinas, principalmente a nivel de

coexpresion e interaccidén génica (ver Anexos).
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5. CONCLUSIONES

1. Los niveles proteicos de las FG-NUP disminuyen en tejido de médula
lumbar extraido post mortem de pacientes de ELA.

2. Los niveles proteicos de las FG-NUP disminuyen en ndcleos aislados de
tejido de médula lumbar y corteza frontal, extraido post mortem de
pacientes de ELA.

3. Los nucleos neuronales de tejido de corteza frontal extraido post mortem
de pacientes de ELA, presentan mas dafio oxidativo a ADN, comparado
con los nucleos de células gliales.

4. En el modelo murino de ELA familiar SODG93A, disminuyen los niveles
relativos de NUPs especificas como NUP93 y NUP107, evidenciandose
en el estadio sintomatico de la enfermedad, siendo el transgén y el sexo
factores que inciden en los niveles diferenciales de nucleoporinas.

5. El silenciamiento de NUP107 provoca aumento de los niveles relativos
de TDP-43, tanto en el compartimento nuclear como en el citoplasma,
asi como aumento en su fosforilacidon; lo cual apunta hacia el papel
regulador de las NUPs en el metabolismo de TDP-43.

6. El silenciamiento de NUP107 altera el flujo autofagico evidenciado por el
incremento de LC3II, p62 y los niveles de ubiquitinizacion global.

7. El estrés oxidativo y el estrés osmoético inducen un aumento de la

deslocalizacion de TDP-43 e incrementa los niveles de FG-NUP.
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Figura 41. El género influye sobre el estado neuroinflamatorio de ratones G93A. A:
Homogenados de médula espinal de ratones hSODG93A y controles de 100 dias de edad, se
analizaron mediante un ensayo de deteccion de citoquinas (RayBio AAM-INF-1-4). Las
citoquinas diferenciales se muestran encuadradas y numeradas. B: Cuantificacion de los valores
promedios de inmunoreactividad de las citoquinas normalizadas con el estandar interno,
representdndose el intervalo de confianza al 95% segun el estadistico de Sidak (prueba post-hoc
en ANOVA). El punto central representa la media de dos valores, tras ANOVA de dos vias,
considerando proteina y presencia de transgen como variables independientes, siendo ambos
factores significativos tanto en machos (p<0.01 para la interaccion, p<0.0001 para el tipo de
proteina y p<0.0001 para el transgén; 10.5% varianza para interaccion, 74% varianza para el
tipo de proteina y 11.8% varianza por transgén) como en hembras (p=0.08 para la interaccion,
p<0.0001 para el tipo de proteina y p<0.0001 para el transgén; 4% varianza explicada por la
interaccién, 88% de varianza por el tipo de proteina y un 1.7% explicado por la presencia del
transgén).
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Figura 42. Andlisis en red de la interaccion de NUPs con genes involucrados en inflamacion.
Genes de NUPs y de citoguinas se analizaron mediante un Algoritmo de Integracién de Red de
Asociacion Multiple de Genes (GeneMania). En colores se representa los genes que comparten
funciones relacionadas con el transporte intracelular. Las lineas de union representan las
interacciones entre genes (ver Networks). Notese que NUP107 y NUP153 se relacionan con
varias citoquinas como TNF, IL-6, IL-10 y CSF 3 a través de lineas de coexpresion y
colocalizacion, ademas de compartir funciones relacionadas con el tranporte
nucleocitoplasmatico.
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ABSTRACT: Membrane lipid composition is an important
correlate of the rate of aging of animals. Dietary methionine
restriction (MetR) increases lifespan in rodents. The underlying
mechanisms have not been elucidated but could include changes in
tissue lipidomes. In this work, we demonstrate that 80% MetR in
mice induces marked changes in the brain, spinal cord, and liver
lipidomes. Further, at least 50% of the lipids changed are common in
the brain and spinal cord but not in the liver, suggesting a nervous
system-specific lipidomic profile of MetR. The differentially
expressed lipids includes (a) specific phospholipid species, which
could reflect adaptive membrane responses, (b) sphingolipids, which
could lead to changes in ceramide signaling pathways, and (c) the
physiologically redox-relevant ubiquinone 9, indicating adaptations

in phase II antioxidant response metabolism. In addition, specific oxidation products derived from cholesterol,
phosphatidylcholine, and phosphatidylethanolamine were significantly decreased in the brain, spinal cord, and liver from
MetR mice. These results demonstrate the importance of adaptive responses of membrane lipids leading to increased stress

resistance as a major mechanistic contributor to the lowered rate

of aging in MetR mice.

KEYWORDS: membrane unsaturation, phospholipids oxidation, rate of aging, mitochondria, free radicals, phase-II antioxidants

B INTRODUCTION

Membrane lipid composition is an important correlate of the
rate of aging of animals."™ A low degree of unsaturation of
cellular membranes is a characteristic of long-lived animal
species, both vertebrates and invertebrates.” Besides fatty acid
unsaturation, lipid classes also change with aging: it is known
that both human serum® and cellular® metabolome/lipidome
changes with age. In rodents, aging affects brain phospholipids
classes,® and this relationship extends to mitochondrial lipids
where it is particularly apparent in phosphatidylcholines (PC)
and phosphatidylethanolamines (PE).”*

Among the cellular constituents, lipids (cholesterol,
phospholipids and others) are relevant targets of oxidative
attack leading to the formation and accumulation of lipid
peroxidation (LPO) products, such as oxysterols, hydro-
peroxides and endoperoxides.” The fragmentation of these
LPO products produces a wide range of reactive carbonyl
intermediates which can, finally, react and damage cellular
proteins, aminophospholipids and DNA.>*'® Although these
molecules play a role as physiological mediators of cellular
antioxidant signaling pathways,” progressive accumulation of
their modifications on target molecules results in tissue and cell
dysfunction, a typical feature of aging and oxidative-stress
related diseases.'’ In this sense, it has been known for many

< ACS Publications  © 2013 American Chemical Society 2679

years that fatty acids differ dramatically in their susceptibility to
peroxidation. Polyunsaturated fatty acids (PUFAs) are the most
susceptible, and the greater the degree of unsaturation of a
PUFA molecule the greater its susceptibility to peroxidation,
while both saturated fatty acids (SFAs) and monounsaturated
fatty acids (MUFAs) are almost incapable of being peroxidized
by physiological oxidants. "> In long-lived animal species,
including birds and mammals, a low degree of membrane fatty
acid unsaturation is associated with a low sensitivity to LPO in
vivo and in vitro and, consequently, a low steady-state level of
lipoxidation-derived adducts in both tissue and mitochondrial
proteins of skeletal muscle, heart, liver, and brain.?

In this scenario, tissues with postmitotic cells (like brain,
heart or skeletal tissues) tend to accumulate high quantities of
LPO products with aging.* Indeed, lipofuscin accumulation
(basically derived from LPO reactions) is a cellular hallmark of
aging." In particular, the central nervous system (CNS) is a
very sensitive target for LPO damage because of the high level
of polyunsaturated lipids in neuronal cell membranes, high
metabolic rate and relatively poor antioxidant defense.'*'S
Accordingly, oxidative stress is very pronounced in a number of

Received: January 22, 2013
Published: April 16, 2013
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Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is the most common form of chronic liver disease. Here we show thata
mouse model of haploinsufficiency in the lipid and protein phosphatase and tensin homolog protein (PTEN*/ )
exhibits hepatomegaly, increased liver lipogenic gene expression (SREBP-1C and PPARY) and hepatic lesions
analogous to human NAFLD. The livers of PTEN™/ mice also contained lower levels of retinoic acid (RA) than
normal, similarly to human NAFLD patients. The RA signaling pathway thus offers a novel therapeutic target
for the treatment of NAFLD although the impact of nutrition in this context is unclear. We therefore fed
PTEN™/ mice for 36 weeks a diet containing genetically engi d high-carotenoid corn (HCAR) to investigate
its potential beneficial effects on the hepatic symptoms of NAFLD. The HCAR diet reduced hepatomegaly and
promoted the repartitioning of fatty acids in the liver, away from triacylglycerol storage. At the molecular
level, the HCAR diet clearly reduced lipogenic gene expression, boosted catabolism, and increased hepatic RA
levels. These results set the stage for human trials to evaluate the use of high-carotenoid foods for the reduction

or prevention of steatosis in NAFLD.

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is viewed as the most
common form of chronic liver disease. NAFLD pathology involves
hepatic macrovesicular steatosis with inflammation. In the past, these
symptoms were considered benign, but NAFLD is a progressive disease
that ultimately leads to cirrhosis and eventually hepatocellular carcino-
ma [1]. The precise molecular pathophysiology of NAFLD remains
unclear, but the widely favored two-hit theory involves an initial
increase in triglyceride accumulation due to a discrepancy between
the influx, synthesis and export of hepatic lipids, followed by a
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second hit comprising the integration of multiple cellular responses
including oxidative stress, lipid peroxidation, the production of
pro-inflammatory cytokines and mitochondrial dysfunction [2].

The PI3K/Akt/mTOR signaling pathway regulates processes such
as cell migration, apoptosis, cell cycle progression, transcription and
translation. The pathway is activated by the binding of growth factors
to a receptor tyrosine kinase, whereupon PI3K is recruited to the recep-
tor complex. Activated PI3K converts phosphatidylinositol biphosphate
PI(4,5)P2 to phosphatidylinositol triphosphate PI(3,4,5)P3, which sub-
sequently phosphorylates Akt via phosphoinositide-dependent kinase
1 (PDK1). The lipid and protein phosphatase and tensin homolog
protein (PTEN) is a phosphoinositide phosphatase that competes with
phosphoinositide 3-kinase (PI3K) activity by dephosphorylating
PI(3,4,5)P3 to produce PI{4,5}P2 [3]. Homozygous gene deletions,
somatic mutations, or the loss of PTEN expression cause hyperactive
PI3K signaling that triggers many sporadic cancers in humans, as well
as tumorigenic hereditary disorders such as Cowden disease. Abnormal
PTEN activity is also associated with the development of hepatic
diseases related to obesity, including diabetes, hepatitis B and C, and
hepatocellular carcinoma [4]. Insulin promotes glycogen synthesis,
glycolysis, and fatty acid synthesis and accumulation in the liver
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ARTICLE T'NFQ ABSTRACT

Article history: Background: Docosahexaenoic acid (DHA), a key lipid in nervous system homeostasis, is depleted in the spi-
Received 21 June 2015 nal cord of sporadic amyotrophic lateral sclerosis (sALS) patients. However, the basis for such loss was
Revised 9 December 2015 unknown.

Accepted 9 January 2016 Methods: DHA synthetic machinery was evaluated in spinal cord samples from ALS patients and controls by

Z g s
Ayalableonine 12 January. 2016 immunohistochemistry and western blot. Further, lipid composition was measured in organotypic spinal cord

cultures by gas chromatography and liquid chromatography coupled to mass spectrometry. In these samples,

ﬁﬁfﬁmn mitochondrial respiratory functions were measured by high resolution respirometry. Finally, Neuro2-A and
Lipidomic stem cell-derived human neurons were used for evaluating mechanistic relationships between TDP-43 aggrega-
Oxidative stress tion, oxidative stress and cellular changes in DHA-related proteins.

TDP-43 Results: ALS is associated to changes in the spinal cord distribution of DHA synthesis enzymatic machinery
Polyunsaturated fatty acids comparing ten ALS cases and eight controls. We found increased levels of desaturases (ca 95% increase,
Mitochondria p < 0.001), but decreased amounts of DHA-related B-oxidation enzymes in ALS samples (40% decrease,

p < 0.05). Further, drebrin, a DHA-dependent synaptic protein, is depleted in spinal cord samples from ALS
patients (around 40% loss, p <0.05). In contrast, chronic excitotoxicity in spinal cord increases DHA acid amount,
with both enhanced concentrations of neuroprotective docosahexaenoic acid-derived resolvin D, and
higher lipid peroxidation-derived molecules such as 8-iso-prostaglandin-F2-a (8-iso-PGF2«t) levels.
Since «-tocopherol improved mitochondrial respiratory function and motor neuron survival in these
conditions, it is suggested that oxidative stress could boost motor neuron loss. Cell culture and metabolic
flux experiments, showing enhanced expression of desaturases (FADS2}) and B-oxidation enzymes after
H,0; challenge suggest that DHA production can be an initial response to oxidative stress, driven by TDP-
43 aggregation and drebrin loss. Interestingly, these changes were dependent on cell type used, since
human neurons exhibited losses of FADS2 and drebrin after oxidative stress. These features (drebrin loss
and FADS2 alterations) were also produced by transfection by aggregation prone C-terminal fragments of
TDP-43.

Conclusions: sALS is associated with tissue-specific DHA-dependent synthetic machinery alteration.
Furthermore, excitotoxicity sinergizes with oxidative stress to increase DHA levels, which could act as a re-
sponse over stress, involving the expression of DHA synthetic enzymes. Later on, this allostatic overload
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Abstract Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is an adult
onset neurodegenerative disease that causes progressive pa-
ralysis and death due to degeneration of motoneurons in spinal
cord, brainstem and motor cortex. Nowadays, there is no
effective therapy and patients die 2-5 years after diagnosis.
Resveratrol (trans-3,4',5-trihydroxystilbene) is a natural poly-
phenol found in grapes, with promising neuroprotective ef-
fects since it induces expression and activation of several
neuroprotective pathways involving Sirtuinl and AMPK.
The objective of this work was to assess the effect of resver-
atrol administration on SOD19”*4 ALS mice. We determined
the onset of symptoms by rotarod test and evaluated upper and
lower motoneuron function using electrophysiological tests.

Electronic supplementary material The online version of this article
(doi:10.1007/s13311-013-0253-y) contains supplementary material,
which is available to authorized users.
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‘We assessed the survival of the animals and determined the
number of spinal motoneutrons. Finally, we further investigat-
ed resveratrol mechanism of action by means of western blot
and immunohistochemical analysis. Resveratrol treatment
from 8 weeks of age significantly delayed disease onset and
preserved lower and upper motoneuron function in female and
male animals. Moreover, resveratrol significantly extended
SOD19*A mice lifespan and promoted survival of spinal
motoneurons. Delayed resveratrol administration from 12
weeks of age also improved spinal motoneuron function pres-
ervation and survival. Further experiments revealed that res-
veratrol protective effects were associated with increased ex-
pression and activation of Sirtuin 1 and AMPK in the ventral
spinal cord. Both mediators promoted normalization of the
autophagic flux and, more importantly, increased mitochon-
drial biogenesis in the SOD1%** spinal cord. Taken together,
our findings suggest that resveratrol may represent a promis-
ing therapy for ALS.

Keywords Motoneuron disease - Amyotrophic lateral
sclerosis - Resveratrol - Sirtuin 1 - AMPK - SOD1%”** mice

Introduction

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a fatal neurodegener-
ative disease characterized by the death of upper and lower
motoneurons (MN) that clinically manifests by progressive
muscle atrophy and paralysis [1]. Although the majority of
ALS cases are sporadic with unknown etiology, 10 % of them
are inherited forms, caused by genetic mutations. Among
these, mutations in the gene encoding for the enzyme Cu/Zn
superoxide dismutase 1 (SOD1) are observed in about 20 % of
the patients [2]. The study of these genetic mutations led to the
development of several transgenic animal models of ALS.
The most widely used is a transgenic mouse that over-
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Abstract

Introduction: Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a motor neuron disease with a gender bias towards major
prevalence in male individuals. Several data suggest the involvement of oxidative stress and mitochondrial
dysfunction in its pathogenesis, though differences between genders have not been evaluated. For this reason, we
analysed features of mitochondrial oxidative metabolism, as well as mitochondrial chain complex enzyme activities
and protein expression, lipid profile, and protein oxidative stress markers, in the Cu,Zn superoxide dismutase with
the G93A mutation (hSOD1-G93A}- transgenic mice and Neuro2A(N2A) cells overexpressing hSOD1-GI3A.

Results and Conclusions: Our results show that overexpression of hSOD1-G33A in transgenic mice decreased
efficiency of mitochondrial oxidative phosphorylation, located at complex |, revealing a temporal delay in females
with respect to males associated with a parallel increase in selected markers of protein oxidative damage. Further,
females exhibit a fatty acid profile with higher levels of docosahexaenoic acid at 30 days. Mechanistic studies
showed that hSOD1-G393A overexpression in N2A cells reduced complex | function, a defect prevented by 17p-
estradiol pretreatment. In conclusion, ALS-associated SOD1 mutation leads to delayed mitochondrial dysfunction in
female mice in comparison with males, in part attributable to the higher oestrogen levels of the former. This study

dysfunction could be disease modifiers in ALS.

is important in the effort to further understanding of whether different degrees of spinal cord mitachondrial

Keywords: Motor neuron, Complex |, Respirometry, Fatty acid composition, Oxidative damage, Estrogens

Introduction

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS, OMIM #105400),
the motor neuron disorder with the highest level of oc-
currence in adult humans, is characterized by a progres-
sive loss of upper and lower motor neurons that leads to
muscular atrophy, paralysis, and death after an average
disease duration of 3 years [1]. The most common form
of ALS is sporadic, having no apparent inheritability,
whereas the dominantly inherited familial ALS accounts
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for only about 5-10 % of all ALS patients [2, 3]. Among
the genetic causes of ALS, 15-20 % of familial ALS cases
and about 5 % of sporadic ALS cases are associated with
multiple mutations in the gene for Cu,Zn-superoxide
dismutase (SOD1), which imparts an increase in a novel
toxic function to this otherwise superoxide radical scav-
enging enzyme in normal conditions [4]. Mutated SOD1
forms misfold, aggregate, and accumulate primarily in
spinal cord motor neurons and glial cells of ALS patients
[5]. Furthermore, transgenic mice overexpressing mutant
forms of the human sodl gene develop a progressive
motor neuron syndrome similar to the human ALS
phenotype [6, 7] and they have been extensively used as

© 2016 Cacabelos et al. Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Cornmons Attribution 4.0
O w Centra| International License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link 1o
the Creative Commons license, and indicate if changes were made. The Creative Commons Public Domnain Dedication waiver
(http://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated.
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Summary

Lipid composition, particularly membrane unsaturation, has been
proposed as being a lifespan determinant, but it is currently
unknown whether caloric restriction (CR), an accepted life-
extending intervention, affects cellular lipid profiles. In this
study, we employ a liquid ch graphy quadrupole time-of-
flight-based methodology to demonstrate that CR in the liver of
male C57BL/6 mice: (i) induces marked changes in the cellular
lipidome, (ii) specifically reduces levels of a phospholipid perox-
idation product, 1-palmitoyl-2-gl yl-sn-glycero-3-phosphati-
dylcholine, (iii) alters cellular phosphoethanolamine and
triglyceride distributional profiles, (iv) affects mitochondrial
electron port chain compl inci ing complex Il and
decreasing complex Ill and (v) is associated with specific changes
in liver metabolic pathways. These data demonstrate that CR

induces a specific lipid and bol reprog g
event in mouse liver which is associated with lower protein
idati d as d by mass spectrometry-based

measurements. Such changes may be critical to the increased
lifespan and healthspan observed in C57BL/6 mice following CR.

Key words: caloric restriction; glycolytic pathway; phospho-
lipids oxidation; protein oxidative damage; tryptophan path-
way.

Introduction

Membrane fatty acid composition appears to play an important role in
the aging process and in the determination of interspecies longevity
(Pamplona et al., 2002; Hulbert et al, 2007; Pamplona, 2008).
Likewise, mitochondrial lipids, including phosphatidylcholines (PC) and

Correspondence

Professor Dominic J. Withers, Metabolic Signaling Group, Medical Research
Council Clinical Sciences Centre, Impenial College, London W12 ONN, UK.

Tel.: +44 2083833014; fax: +44 2083838303; e-mail: d.withers@imperial.ac.uk
and

Professor Reinald Pamplona, Department of Experimental Medicine, University of
Lleida-Biomedical Research Institute of Lleida (IRBLieida), Av. Alcalde Rovira
Roure-80, 25198 Lleida, Spain. Tel.: +34 973702442; fax: +34 973702426;
e-mail: reinald.pamplona@mex.udl.cat

Accepted for publication 18 May 2014

phosphatidylethanolamines (PE), show a similar relationship, with
longer life being correlated with a lower incidence of fatty acid double
bonds (Mitchell et al., 2007). Fatty acids differ dramatically in their
susceptibility to peroxidation. Saturated fatty acids (SFAs) and mono-
unsaturated fatty acids (MUFAs) are highly resistant to peroxidation by
physiological oxidants. In contrast, polyunsaturated fatty acids (PUFAs)
are particularly susceptible, with the higher the unsaturation index of a
fatty acid molecule the higher its susceptibility to peroxidation (Hulbert
et al., 2007). Several studies also report that the level of unsaturation in
membrane phospholipids increases in an age-dependent manner
(Lambert et al., 2004; Laganiere & Yu, 1993; see review Naudi et al.,
2013). Furthermore, longer lived animals (both vertebrates and
invertebrates) exhibit a lower degree of membrane fatty acid unsatu-
ration and are relatively resistant to in vivo and in vitro lipid
peroxidation (LPO) (Pamplona et al, 1996, 1998; Hulbert et al.,
2006; see review Naudi et al, 2013). This LPO resistance in tissues
and mitochondrial proteins from long-lived animals leads to a lower
steady-state level of lipoxidation-derived adducts formed by the
interaction of proteins and DNA with LPO-derived soluble intermedi-
ates, e.g. oxysterols, hydroperoxides, endoperoxides and reactive
carbonyl components (Zimniak, 2011; Naudi et al., 2013). While these
species could act as physiological mediators, the progressive accumu-
lation of their derived modifications is associated with tissue and
cellular dysfunction, and are a typical feature of aging and of various
pathologies (Pamplona, 2011).

Caloric restriction (CR) has been shown to increase both median and
maximum lifespan in many organisms (Minor et al., 2010; Selman, 2014)
although the positive effects of CR on lifespan do not appear to be
universal (Cooper et al., 2004; Swindell, 2012; Selman, 2014). CR also
induces a range of beneficial health benefits in many organisms
including humans (Mercken et al., 2013), and it would appear, in some
instances, that significant health benefits can exist without lifespan
extension (Selman, 2014). While the effects of CR on lifespan and
healthspan have been known for nearly a century, the precise molecular
mechanisms underlying these effects remain unknown, although a
whole range of putative mechanisms have been proposed (Anderson &
Weindruch, 2010; Xiang & He, 2011). For example, oxidative damage to
biomolecules has been suggested as being a key mechanism underlying
aging (Gredilla & Barja, 2005; Naudi et al., 2013), and that CR may act
by directly reducing molecular oxidative damage. Taking into account
the role of lipids in membrane characteristics and in aging (see above),
CR seems to trigger an adaptive response protecting membrane integrity
(Naudi et al., 2013). Thus, CR might delay aging and extend longevity
through mechanisms that involve changes in the lipoxidative status
(Gredilla & Barja, 2005; Yang & Hekimi, 2010; Kowaltowski, 2011;
Ristow & Schmeisser, 2011).

Due to the relationship of lipids with aging (e.g. changes in
membrane fatty acid composition and membrane order parameters,
increased levels of membrane LPO and lipoxidative products accumula-
tion) (Hulbert et al., 2007; Naudr et al., 2013), it is feasible to postulate
that some of the life and health extending effects of CR would lead to
age-resistant profiles in lipid composition. Given that currently little is
known on how CR impacts on the lipidome, we characterized the impact
of CR on the liver lipidome in male C57BL/6 mice by performing mass

828 @ 2014 The Authors. Aging Cell published by the Anatomical Society and John Wiley & Sons Ltd
This is an open access article under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits use,
distribution and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
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Abstract The implication of lipid peroxidation in neu-
rodegenerative diseases, including amyotrophic lateral
sclerosis (ALS) derive from high abundance of peroxida-
tion-prone polyunsaturated fatty acids in central nervous
system and its relatively low antioxidant content. In the
present work, we evaluated the effect of dietary changes
aimed to modify fatty acid tissular composition in survival,
disease onset, protein, and DNA oxidative modifications in
the hSODG93A transgenic mice, a model of this motor
neuron disease. Both survival and clinical evolution is
dependent on dietary fatty acid unsaturation and gender,
with high unsaturated diet, leading to loss of the disease-
sparing effect of feminine gender. This was associated with
significant increases in protein carbonyl and glycoxidative

Electronic supplementary material The online version of this
article (doi:10.1007/s12017-014-8317-7) contains supplementary
material, which is available to authorized users.
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modifications as well as non-nuclear 8-0x0-dG, a marker of
mitochondrial DNA oxidation. Comparison of these data
with YH2AX immunostaining, a marker of DNA damage
response, suggests that the highly unsaturated diet-blunted
mitochondrial-nuclear free radical dependent crosstalk,
since increased 8-0x0-dG was not correlated with increased
DNA damage response. Paradoxically, the highly unsatu-
rated diet led to lower peroxidizability but higher anti-
inflammatory indexes. To sum up, our results demonstrate
that high polyunsaturated fatty acid content in diets may
accelerate the disease in this model. Further, these results
reinforce the need for adequately defining gender as a
relevant factor in ALS models, as well as to use structurally
characterized markers for oxidative damage assessment in
neurodegeneration.

Keywords Oxidative stress - Polyunsaturated fatty acid -
DNA repair response - Gender dimorphism - Lipid
peroxidation

Introduction

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS, OMIM #105400) is a
neurodegenerative, motor neuron-specific disease that
causes death within 2-5 years after diagnosis. ALS spo-
radic forms account for most of the cases and despite much
effort have been done, their causes remain unclear. How-
ever, familial forms of the disease (fALS) provide a
valuable tool for the development of animal models to gain
insight into disease mechanisms and therapy design,
especially at preclinical stages. A breakthrough point in
this line was the discovery by Rosen (1993), showing that
mutations in Cw/ZnSOD were a primary cause for ALS.
Since then, multiple mutations on Cu/ZnSOD (more than
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Lipidomic and metabolomic analyses reveal
potential plasma biomarkers of early atheromatous
plaque formation in hamsters
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Aims Atherosclerosis is the main pathological process contributing to cardiovascular disease, with diet being the most im-
portant factor involved. Although the lipidome of atheromatous plaque has been studied previously, the use of com-
parative lipidomics and metabolomics in plasma in early atherogenesis could lead to the discovery of plasma
biomarkers that allow not only disease prediction but also measurement of disease progression.

Methods High-throughput techniques, such as liquid chromatography/mass spectrometry, allowed us to compare the circulat-
and results ing and aortic lipidome and plasma metabolome in order to look for new molecular targets involved in atherogenesis.
To achieve this objective, we chose the hamster (Mesocricetus auratus) as the best small animal model for diet-induced
early atherosclerosis, because its lipoprotein metabolism is similar to that of humans. The results revealed the exist-
ence of several, previously unreported, changes in lipid and amino-acid metabolism, the peroxisome proliferator-acti-
vated receptor vy pathway, and oxidative and endoplasmic reticulum stress, also involving cell senescence.
Furthermore, as a proof of concept in the modelling of dietary influences in atherogenesis, we have measured the
effect of a potential anti-atherogenic polyphenol extract on the reported pathways. Our results support a previously
unknown role for taurocholic acid as a potential plasma biomarker of early atheromatous plaque formation

The use of comparative liquid chromatography/mass spectrometry-based lipidomics and metabolomics allows the
discovery of novel pathways in atherogenesis, as well as new potential plasma biomarkers, which could allow us
to predict disease in its early stages and measure its progression.

Sphingolipids e Free cholesterol e Taurocholic acid e Cell senescence e Phospholipid oxidation

Conclusion

healthy exercise, dietary factors, and others."? Although in situ mor-
phological tests, such as imaging of vascular walls at selected locations,

1. Introduction

Atherogenesis, a major contributor to cardiovascular diseases
(CVDs), is a pathophysiological process with a multifactorial nature.
Its diverse causal factors include age, sex, inflammation, oxidative
stress, dyslipidaemia, changes in vascular flux, and diabetes, among
many others." Despite this knowledge of general factors, one of the
major challenges remains the assessment of the risk factors for
atherogenesis at a clinical level, besides those validated epidemiologi-
cally, such as low-density lipoprotein (LDL)-cholesterol, lack of

have a great potential, they are not easily undertaken in large popula-
tion studies. Furthermore, most of these measurements detect only
established plaques, so their usefulness in preventive approaches is
still limited. It is therefore desirable to establish circulating biomarkers
for the formation and progression of atheroma at earlier stages. As a
local vascular tissue-based event, the markers of its progression from
normal vascular cell homeostasis to plaque development and poten-
tial disruption need to be distinguished from normal variations of
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