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RESUM

En aquest estudi s’ha treballat amb diferents hipotesis que avui en dia es
consideren per explicar les causes de I'Esclerosi Lateral Amiotrofica.

En primer lloc, s’ha estudiat la autoimmunitat utilitzant immunoglobulines sériques
(IgG) provinents de malalts d’ELA i d’altres malalties de la Motoneurona (MN).
Tractant embrions de pollastre amb serums i IgG de pacients afectats per ELA
s’obté un rescat significatiu en el nombre de MN de la banya ventral de la medul-la
espinal lumbar que d‘altra manera moririen per un procés de mort cel-lular
programada per apoptosi i un augment significatiu de la ramificacié nerviosa en la
musculatura inervada per aquestes MN. S’ha detectat la unié de les IgG a proteines
del sistema nervidos de I'embrié de pollastre i s’ha identificat com a antigen una
proteina implicada en la regulacié i la quimiotaxis del sistema nervidos embrionari, la
Semaforina. No sabem, per ara, la significacié d’aquests autoanticossos anti Sema
3A circulants en els pacients de malalts d’ELA ni la seva relacido amb la patogénia de
la malaltia.

En segon lloc, s’ha treballat amb I'aspecte genétic de la malaltia. Utilitzant
rosegadors transgenics amb una mutacié en el gen de la SOD1 s’ha comprovat que
diferents tipus de cel-lules nervioses d’animals transgenics en estadis avancats de
la malaltia mostren reactivitat cap a l'anticos anti P2X,. A part de la reactivitat
mostrada en MNs degenerades al cortex cerebral i tronc de |'encéfal d’animals
transgénics, fet que concorda amb l'afectacid classica descrita en la ELA, s’ha vist
també reactivitat a cél-lules de Purkinje cerebelars.

Posteriorment s’ha comprovat que aquesta reactivitat és deguda a un
reconeixement per part d’aquest anticos de formes mal plegades de la proteina
SOD1, formes que es van acumulant a mesura que la malaltia avanga i que la
neurona degenera. Aquestes formes mal plegades son exclusives de la proteina
mutada, no existint reconeixement en formes salvatges de la proteina.

Aillant aquestes formes malplegades de SOD1 s’ha comprovat que sén capaces de
d’activar la microglia in vivo en nivells significativament superiors que la proteina
SOD1 nativa.

Per ultim, s'ha estudiat 'efecte de la transfeccié amb proteina SOD1 mutada i
fenomens autofagics dins del model de linia cel-lular neuronal NSC-34. Tot i que
s’ha comprovat que en aquest model no es repeteixen els resultats obtinguts per
I'anticos anti P2X; en models de rosegadors transgeénics, s’ha pogut estudiar
I'autofagia i I’efecte beneficids del liti en aquest model, veient-se que el liti és capacg
de disminuir el nombre d’agregats de SOD1 en aquest model quan les cél-lules sén

transfectades amb diferents tipus de SOD1 mutada.






En este estudio se han investigado diferentes aspectos que hoy en dia se
consideran relevantes en el contexto de la Esclerosi Lateral Amiotroéfica.

En primer lugar, se han estudiado la presencia de anticuerpos neurales en
immunoglobulinas circulantes (IgG) en enfermos d’ELA y otras enfermedades de la
Motoneurona (MN). Tratando embriones de pollo con sueros y IgG de pacientes
afectados d’ELA se obtiene un rescate significativo en el nimero de MN del asta
ventral de la médula espinal lumbar que de otra manera moririan por un proceso de
muerte celular programada por apoptosi y un aumento significativo de la
ramificacion nerviosa en la musculatura inervada por estas MN. Se ha detectado la
union de las IgG a proteinas del sistema nervioso del embrién de pollo y se ha
identificado como antigeno una proteina implicada en la regulacién y la quimiotaxis
del sistema nervioso embrionario, la Semaforina. No sabemos, por ahora, la
significacion de estos autoanticuerpos anti Semaforina circulantes en los pacientes
d’ELA ni su relacion con la patogenia de la enfermedad.

En segundo lugar, se ha utilitzado un animal transgénico como modelo de la
enfermedad. Utilizando roedores sobreexpresores del gen de la SOD1 con la
mutacion G93A se ha comprobado que diferentes tipos de células nerviosas de
animales transgénicos en estadios avanzados de la enfermedad muestran
reactividad hacia el anticuerpo anti P2X,. A parte de la reactividad mostrada en
MNs degeneradas en el cortex cerebral, tronco del encéfalo y medula espinal de
animales transgénicos, hecho que concuerda con la afectacion clasica descrita en la
ELA, se ha visto tambien reactividad en células de Purkinje cerebelares.
Posteriormente se ha comprobado que esta reactividad se debe a un
reconocimiento por parte de este anticuerpo de formas mal plegadas de la proteina
SOD1, formas que se van acumulando a medida que la enfermedad avanza y que la
neurona degenera. Estas formas mal plegadas son exclusivas de la proteina
mutada, no existiendo reconocimiento en formas salvajes de la proteina.

Aislando estas formas mal plegadas de SOD1 se ha comprobado que son capaces
de activar la microglia in vivo en niveles significativamente superiores que la
proteina SOD1 nativa.

Por ultimo, se ha estudiado el efecto de la transfeccién con proteina SOD1 mutada
y fenomenos autofagicos en el modelo de linia celular neuronal NSC-34. Aunque se
ha comprobado que en este modelo no se repiten los resultados obtenidos por el
anticuerpo anti P2X,; en modelos de roedores transgénicos, se ha podido estudiar la
autofagia y el efecto beneficioso del litio en este modelo, viéndose que el litio es
capaz de disminuir el nUmero de agregados de SOD1 en este modelo cuando las

células son transfectadas con diferentes tipos de SOD1 mutada.
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We have studied the presence of circulating antibodies against neural antigens in
sera from ALS and other motorneuron disease patients. As an any system, to
evaluate a presumable neurotoxic action on spinal cord motoneurons, either whole
sera or isolated immunoglobulins were injected “in ovo” in chicken embryos during
the major period of developmental Motorneuron (MN) death (E6-9). A moderate
but significant rescue of MNs from normal cell death was observed after application
of patients sera or immunoglobulins. It was found that, concomitant with promotion
of MN survival, a significant increase in the intramuscular nerve branching was
produced suggesting that the excess of MNs is a consequence of its better access to
muscle-derived neurotrophic factors. In order to identify the molecular target of
this effect, the binding of ALS IgGs to chick embryo neural proteins was analyzed.
We have identified that semaphorins were recognized by ALS immunoglobulins.
This result is congruent with the “in vivo” effects that we have detected with
patients Igs since this family of proteins is involved in axonal guidance and
quimiotaxis in embrionic nervous system.

We have also addressed the study of MN degeneration in transgenic rodents
overexpressing mutated human superoxide dismutase 1 (SOD1%°3**) as a model of
human ALS. We have showed that an antibody against P2X, is able to detect
selectively degenerating MNs in spinal cord and brain stem and also in cerebral and
cerebellar cortex (Punkinje cells). P2X4-immunoreactive is destroyed by
recruitment of neuronophagic microglial cells. Later, we have proved that P2X,
antibody recognizes a form of misfolded mutant SOD1 *** which is only expressed
in neuronal cells undergoing degeneration. Wild type SOD1 is not recognized by
P2X, antibody.

Finally, by means of a cellular ALS model in which NSC-34 cells were transfected
with vectors expressing several SOD1 mutations, we have studied the effects of the
autophagy on the clearance of mutated SOD1 aggregates. We have showed that

lithium-induced autophagy results in a reduced of mutant SOD1 aggregates.
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0. OBJECTIUS

La Esclerosi Lateral Amiotrofica (ELA) és una malaltia neurodegenerativa cronica
que afecta les neurones motores (MN) de la banya ventral de la medul-la espinal,
del cortex cerebral i del tronc de l'encéfal. Malgrat que els factors que la
determinen sén encara desconeguts, hi ha diverses hipotesis patogéniques, no

excloents entre elles, que intenten donar una explicacio al seu origen.

En aquest treball s’han estudiat diferents aspectes implicats en la patogénia de la
ELA. En primer lloc, s’ha estudiat la preséncia d’autoanticossos circulants en
pacients d’ELA. La possibilitat que un mecanisme autoimmune estigui relacionat
amb la patogénia de la ELA ha estat considerat fa molt temps, pero les evidéncies
que li donarien suport fins ara no han estat concloents. Tot i haver-se trobat
evidencies de presencia de diferents tipus d’autoanticossos en malalts d’ELA,
tampoc s’han trobat moltes de les caracteristiques de les malalties
autoimmunitaries. En segon lloc, s’ha utilitzat com a model d’ELA animals
transgénics sobreexpressors d’'una mutacio en el gen de la SOD1 present en formes
familiars d’ELA humana. En aquests models (rata i ratoli) s’han fet estudis
neuropatologics per determinar mecanismes de degeneracido i mort neuronal en
aquesta malaltia. Per Ultim, s’ha volgut estudiar la patogénia de la malaltia en
models in vitro, utilitzant una linia cel-lular neuronal per analitzar la implicacié de

I'autofagia en la dissolucié dels agregats neurotoxics de SOD1.

Aixi, els objectius d’aquest treball son:

A. Estudi de factors sérics en pacients d’ELA:

1. Avaluar l'efecte de sérums de pacients d’ELA i d’altres malalties
neurodegeneratives en MNs embrionaries.
Detectar la possible preséncia d’autoanticossos circulants en pacients d’ELA.

3. Identificar els antigens reconeguts per aquests amb técniques
protedmiques.

4. Investigar el significat bioldgic de la preséncia dels autoanticossos

circulants.
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B. Estudi de la neurodegeneracié en rosegadors transgénics SOD1%93;

5. Estudiar I'expressié dels receptors purinérgics P2X en els teixits afectats per
la ELA.

6. Determinar neuroanatomicament la immunoreactivitat a P2X, durant
I'evolucio de la malaltia en el model experimental.
Estudiar la relacié entre la immunoreactivitat a P2X, i I’activacié glial.

8. Identificar mitjancant tecniques protedmiques les proteines reconegudes per
|'anticos anti P2X,.

9. Estudiar la implicacio fisiopatologica de la reactivitat de I'anticos anti P2X, en

formes mutades de SOD1 identificades en models experimentals.

C. Estudi de l'efecte de la transfecci6 amb SOD1 mutada en la linia cel-lular

neuronal NSC-34.

10. Caracteritzar 'efecte de la transfecci6 amb formes mutades de SOD1 en
cél-lules NSC-34.
11. Estudiar l'efecte del tractament amb liti en els agregats de SOD1 presents

en aquestes cel-lules.
12. Avaluar la preséncia de fenomens autofagics presents després de la

transfeccié de les cél-lules amb formes mutades de SOD1.
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1. INTRODUCCIO

1.1. Descripcio de I’Esclerosi Lateral Amiotrofica.

L'esclerosi lateral amiotrofica (ELA o amyotrophic lateral sclerosis, ALS) és una
malaltia degenerativa que afecta selectivament les neurones que constitueixen el
sistema motor voluntari. Aquestes cél-lules s6n anomenades també Motoneurones
(MNs). Les MNs es troben en el cortex cerebral, en el tronc de lI'encéfal i en la
banya anterior de la medul-la espinal. En I'ELA, la pérdua imparable i continua de
les MNs determina uns simptomes caracteristics, com sén |'aparicié de debilitat i
Atrofia muscular progressiva acompanyada d’una exaltacié dels reflexes tendinosos.
S’acaba arribant a una paralisis que, finalment, condueix a la mort, molt sovint
causada per problemes de caracter respiratori, generalment de 2 a 5 anys després
de I'aparicié dels primers simptomes (Rowland et al., 2001). Les funcions cerebrals
no vinculades a [lactivitat motora, com la sensibilitat, la intel-ligéncia o la
consciéncia estan normalment preservades fins les etapes finals del procés

patologic.

Aquesta malaltia afecta principalment a individus d’edat mitja-avancada, entre 40 i
70 anys, i és més freqlient en homes (Kurtzke, 1991). La incidéncia és de 2 casos
nous per cada any i per cada 100.000 habitants. Considerant la incidéncia referida
solament a un marge d’edat compres entre els 60 y 69 anys, la xifra arriba al valor
de 15 casos per any i per 100.000 habitants, cosa que indica que I'envelliment de la
poblacid comporta un increment significatiu de casos (Cleveland and Rothstein
2001).

La terminologia amb qué la malaltia es designa fa referéncia a dos aspectes clinico-
patologics caracteristics. D'una part |'esclerosi lateral i de l'altra, la amiotrofia. El
terme esclerosi lateral es refereix al fet anatomopatologic que consisteix en una
pérdua de fibres nervioses acompanyada d’una cicatrizacié glial o esclerosi en la
regio lateral de la medul-la espinal. Aquesta zona de la substancia blanca medular o
cordd lateral esta normalment ocupada per gran part de las fibres nervioses o
axons motors que, procedents de les arees motores del cortex cerebral,
connectaran amb les MNs de la banya anterior de la medul-la que, alhora, enviaran
els axons als musculs. Els axons del cordd lateral formen una part de la
denominada via corticoespinal o piramidal, que controla els moviments voluntaris.
La pérdua selectiva d’aquests axons en el cordd lateral determina la esclerosi
lateral com lesié anatomopatologica. Fischer et al. (2004) van presentar |'evidéncia
que el dany en estructures periferiques és més extens que en estructures centrals
en pacients diagnosticats amb ELA esporadica que morien prematurament (dying
back).
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D’altra banda, la amiotrofia fa referéncia a un fet clinic tan evident com que l'atrofia
muscular es produeix com a conseqiéncia de que els musculs estan inactius al
deixar de rebre senyals nervioses. La degeneracié de la via piramidal interromp les
connexions entre la primera MN del cortex cerebral i la segona MN situada a la
banya anterior de la medul-la espinal, cosa que condueix a una pérdua dels controls
inhibitoris de la primera neurona sobre la segona. Aix0 es tradueix clinicament en
una exaltacido dels reflexes tendinosos i en l|'espasticitat propia de la ELA. La
debilitat generalitzada, Atrofia muscular i la paralisis sén manifestacions de

I’afectacio de la segona MN.

Actualment hi ha autors que prefereixen anomenar la ELA com una forma particular
de la Malaltia de la MN, que alhora englobaria també altres patologies de les
neurones motores. Com a exemple d’una altra forma de Malaltia de la MN trobem el
cas de la illa de Guam (Pacific Oest) (Koerner, 1952), on una patologia de la
neurona motora, associada també a Malaltia de Parkinson i demeéncia, apareix de
forma endémica i associada a la ingestid d’una toxina present en alguns aliments
propis de la cultura nativa. Altres exemples de diferents patologies de la Malaltia de
la MN so6n la Lower Motoneuron Disease (LMD) Esclerosi Lateral Primaria (ELP) en la
que s’afecten exclusivament les MNs centrals (cerebrals), la Malaltia de Kennedy
(Atrofia Muscular Progressiva Espinobulbar, lligada al cromosoma X) o I’Atrofia
Muscular Espinal (SMA) amb les seves variants juvenil i infantil. Aquesta és una
malaltia neurodegenerativa autosomica recessiva deguda a la caréncia de la
proteina SMN (Suvival Motor Neuron) causada per la pérdua o mutacié del gen
SMN1. En humans existeix una segona copia del gen, SMN2, que produeix la
proteina SMN truncada. La severitat dels simptomes de la malaltia depenen del
nombre de copies de SMN2 (Umrao et al., 2005).

Als Estats Units d’America, la ELA sovint s'anomena la malaltia de Lou Gehrig, que
fou un famds jugador de béisbol que va morir d’ELA al 1939. Altres celebritats que
han estat victimes de la malaltia son I'actor David Niven, el gran music i compositor
Dimitri Shostakovich o el dirigent politic xinés Mao Zedong. El prestigids fisic
Stephen Hawking pateix, encara actualment, una forma inhabitualment llarga
d’ELA.

1.2. Historia

L'Esclerosi Lateral Amiotrofica fou descrita per primera vegada a l'any 1869 pel
neurdleg francés Jean-Martin Charcot en un article escrit amb Joffroy, on el
sindrome clinic de paralisis i Atrofia muscular progressiva es relacionava amb

pérdua neuronal en els nuclis motors, a més d'una lesi6 en els fascicles
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anterolaterals de la medul-la. Fent referéncia a aquests canvis patologics, Charcot
va proposar el nom d’Esclerosi Lateral Amiotrofica, ELA, per anomenar la malaltia.
D’altra banda, també cal dir que 20 anys enrere un altre neuroleg franceés, Aran,
havia ja descrit 11 casos d’ELA amb el nom d’Atrofia Muscular Progressiva. Un

d’aquests casos era de caracter familiar.

El nombre de publicacions referides a ELA en revistes especialitzades ha
experimentat un elevat augment des de que, al 1993, Rosen va demostrar que en
un 10% dels casos d’ELA familiar, les alteracions genetiques es localitzaven en el
gen que codifica per I'enzim coure-zinc superoxid-dismutasa (SOD1), iniciant-se

aixi una nova etapa en la investigacio sobre la ELA.

Avui en dia s’han identificat més de 100 mutacions en pacients d’ELA familiar (Sapp
et al., 2003, Nishimura et al., 2004a, 2004b). Només amb una excepcié (SOD1
D90A) totes les mutacions provoquen una malaltia hereditaria dominant (Andersen
et al., 1995, 1996).

Una de les conseqlieéncies d’'aquests descobriments va ser el fet de poder disposar
d’animals modificats genéeticament en els quals se’ls va introduir el gen huma mutat
(Gurney, 1997). Aquests animals pateixen una malaltia neuromuscular totalment
comparable a la ELA humana. Els animals transgenics constitueixen actualment un
dels pilars fonamentals de la investigacidé sobre ELA, facilitant I'assaig de nous
agents potencialment terapéutics. S’ha de tenir en compte, pero, que els animals
transgénics son models d’'una forma particular d’ELA que constitueix realment una
minoria de casos. No obstant, és probable que les formes esporadiques, que sén
més del 90% dels casos, i les formes familiars tinguin en comd mecanismes

patogénics que condueixen a la degeneracid selectiva de MNs.

Més Recentment s’ha identificat un nou gen responsable d’una forma d’ELA familiar
amb heréncia autosomica recessiva i inici juvenil (Yang et al., 2001, Hadano et al.,
2001). En aquest cas la malaltia, també anomenada ALS2, es manifesta cap als 12
anys i progressa lentament al llarg de molts anys. El gen de ALS2 codifica per una
proteina de 184kD amb una funcid cel-lular exacta desconeguda, per la qual s’ha
proposat el nom d‘alsina. Com en el cas de les mutacions de la SOD1, la mutacié
ALS2 ha pogut ser transferida a ratolins transgénics, que constitueixen un nou

model d’investigacio.
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1.3 Degeneracio selectiva de MNs.

En relacid a la patogénia de la ELA, un dels fets més significatius pel qual encara no
es té explicacidé és la vulnerabilitat selectiva que presenten les MNs del cervell i de
la banya anterior de la medul-la al procés degeneratiu propi de la malaltia.
Probablement aix0 podria estar relacionat amb les caracteristiques especifiques
d’'aquestes cel-lules, com els seus receptors, el gran volum del seu cos cel-lular, la
gran longitud del seu axod, que pot arribar a fer desenes de centimetres, la
particular organitzacid del seu citoesquelet o la seva escassa capacitat per suportar
variacions en el calci intracel-lular. Alguns autors (Alexianu et al., 1994, Krieger et
al., 1996,) pensen que aixd0 és degut a que la poblaci6 MNI és excepcionalment
pobra en proteines que ajuden a neutralitzar els excessos de calci intracelul-lar com
la parvalbimina o la calbindina. Aquestes i altres propietats en el conjunt de la
medul-la espinal, com la reduccidé de factors relacionats amb la neurotransmissio, la
reducci6 de [l'activitat de la Citocrom-C oxidasa, reduccié de I'activitat
Transglutaminasa, I'augment de GFAP fragmentada (glial fibrillary acidic protein,
proteina filamentosa especificament associada a astrocits reactius), portarien
implicites unes conseqliéncies metaboliques que determinarien una particular
vulnerabilitat de les MNs a l'agent o agents causals de la ELA (Nagata et al., 1998).
Es interessant senyalar que determinats grups de MNs sén notablement menys
susceptibles o presenten resisténcia a |'afectacié pel proces degeneratiu de la ELA.
Aixi, les MNs que controlen els musculs extrinsecs de I'ull quasi no son afectades.
Per aix0 els pacients amb ELA conserven els moviments oculars fins el final. Un
altre grup de MNs que no estan afectades en la ELA constitueixen el nucli d’Onuf,
situat en la regié més caudal de la medul-la espinal (Carvalho et al., 1995). Aquest
nucli esta constituit per un petit grup de MNs que innerven els musculs dels
esfinters que controlen la miccié i la defecaci6. Aquesta és la rad perque la
incontinéncia no és un trastorn propi de la ELA. Es interessant senyalar que aquest
grup de neurones tampoc s’afecta en la poliomielitis, malaltia viral, que també

afecta selectivament a les MNs.

1.4 Mecanismes etiopatogénics.

Malgrat els més de cent anys d’historia de la ELA, les causes que determinen la
seva patogeénia segueixen essent desconegudes i, malauradament, no es disposa
d’'un tractament eficagc per aturar el seu curs. L'ELA es presenta de forma
esporadica en un 95% dels casos, de forma que no existeixen factors de risc
coneguts de tipus geografic, alimentari, ambiental, professional o cultural que hi

puguin ser associats de forma definitiva, tot i que factors ambientals, de moment
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desconeguts, han incidit en un augment del risc de patir ELA, com s’ha constatat
entre els soldats americans veterans de la recent Guerra del Golf (Haley, 2003) o
entre els jugadors professionals de futbol italians (Belli and Vanacore, 2005). En les
altres ocasions (un 5% de casos) la ELA es presenta amb caracter familiar amb un

perfil hereditari tipicament autosomic dominant.

La causa o agents pels quals la ELA es desenvolupa sén encara desconeguts, tot i
gue existeixen varis mecanismes etiopatogénics, no excloents entre ells. En la
Figura 1 es pot observar un esquema que representa l'evolucié de la degeneracio

de MN tenint en compte varis aspectes que hi poden contribuir.
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Figura 1: Esquema de l'evolucié de la degeneracié de MN i activacié glial durant el
curs de la malaltia per mutacié de SOD1. Es defineixen 4 estadis (normal, fase
inicial, simptomatic i estadi final). El dany és iniciat per una combinacié de lesions
directament en la MN i és amplificat per cél-lules veines no neuronals, acabant en
un augment de la lesid i en progressié de la malaltia. Aixi, la vulnerabilitat selectiva
de MN ve determinada per les seves propietats funcionals i pel medi que les envolta
(de Cleveland et al., 2006).

1.4.1 Receptors de glutamat, excitotoxicitati ELA
El glutamat és un neurotransmissor normalment utilitzat per les neurones per
generar senyals excitadores. Es el principal neurotransmissor excitador en el

sistema nervids i la seva concentracié en |'espai extracel-lular del cervell ha d’estar
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molt controlada, ja que |'exposicido exagerada té efectes letals sobre les neurones.
Quan aixo succeeix, es parla d’excitotoxicitat. Aquest fenomen esta implicat en la
patogénia de processos neuroldgics molt diversos, com l'infart cerebral, el trauma
neural, I'epilépsia i probablement també en malalties neurodegeneratives como
I’Alzheimer. El glutamat exerceix la seva accid fisioldogica sobre les neurones a
través de diversos tipus de receptors metabotropics, acoblats a proteines G i a
I’activacio de segons missatgers intracelul-lars, o a través de receptors ionotropics.
Aquests Ultims tenen una particular rellevancia en excitotoxicitat. Hi podem
distingir tres tipus: MMDA, AMPA o Kainat, d’acord amb I'agonista sintétic preferent.
Quan aquests receptors s’activen per lalliberaciéo presinaptica de glutamat, es
converteixen en porus o canals que faciliten I'entrada postsinaptica de Na* i de
Ca’* a la neurona postsinaptica. El Na* té fonamentalment un efecte despolarizant,
provocant un canvi eléctric postsinaptic, mentre que el Ca** determina l'activacié
de diverses vies de senyalitzacié intracel-lular les quals poden induir canvis
permanents en les propietats de la neurona postsinaptica. Aquests receptors tenen
un paper fonamental en el funcionament normal del sistema nervids, intervenint en
una amplia diversitat de processos, tan importants com la memoria o
I'aprenentatge. L'accidé del glutamat sobre els seus receptors és rapida i transitoria,
ja que el glutamat alliberat a I'espai extracel-lular pels terminals presinaptics és
retirat rapidament per l'accié de transportadors especifics (EAATs) situats en les
membranes glials i neuronals amb gran capacitat per reintroduir el glutamat
I'interior de les cél-lules. S’han identificat molecularment 5 transportadors: EAAT1,
EAAT2, EAAT3, EAAT4 i EAATS. El transportador EAAT3, també anomenat EAACI,
es troba en neurones i el EAAT2, també anomenat GLT1 per rosegadors aixi com el
EAAT1, també anomenat GLEST, es troba en la glia astrocitaria. Gracies a l'accié
dels transportadors, les concentracions de glutamat en l|'espai extracelul-lar se
mantenen a nivells molt baixos (al voltant de 0,6 uM), més de deu mil vegades

inferiors als trobats al compartiment intracelul-lar (10mM).

El fenomen excitotoxic es produeix quan els nivells de glutamat extracel-lular
persisteixen suficientment elevats com per activar permanentment els receptors de
glutamat. Es creu que concentracions de glutamat en I'espai extracel-lular superiors
a 2-5 uM soén suficients per provocar degeneracié neuronal per excés d’estimulacio
dels receptors de glutamat. En aquestes condicions I’'entrada exagerada de Na™ i,
principalment, de Ca?* provoca un dany neuronal sever. En condicions normals, la
concentracié de Ca?* en l'interior de la cél-lula o [Ca®*']» és de l'ordre de deu mil
vegades inferior a la que es troba en el medi extracel-lular o [Ca®*],. Els nivells
fisiologics de [Ca®*], estan subjectes a controls molt estrictes, existint Gnicament

petites oscil-lacions que so6n utilitzades per la cél-lula en diverses vies de
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senyalitzacid. L'activacid exagerada dels receptors de glutamat comporta una
entrada massiva Ca’* a l'interior de la neurona de tal forma que els mecanismes
homeostatics que normalment tendeixen a reduir el [Ca**];, queden saturats i el
[Ca?*]i» no pot mantenir-se en nivells fisioldgics. L'elevacié del [Ca®*]i, a partir de
certs nivells provoca dany neuronal activant nombrosos enzims com proteases,
lipases, sintasa de I'0xid nitric i d'altres, amb conseqiléncies letals per la neurona.
També l'elevacié del [Ca**]i, condueix al dany mitocondrial, ja que aquests
organuls capturen el calci citosolic exageradament elevat. Quan aixo succeeix, hi ha
una disfuncié mitocondrial i formacido exagerada de radicals lliures, que provoca

estrés oxidatiu.

Hi ha proves molt concloents que indiquen que aquest mecanisme de dany neuronal
excitotoxic opera en la ELA. Rothstein, Martin i Kuncl, al 1992, van publicar la
trobada de nivells anormalment elevats de glutamat en el liquid cefaloraquidi de
malalts d’ELA. També van analitzar la capacitat per transportar glutamat de
membranes aillades de cervell i medul-la espinal de pacients morts d’ELA
esporadica (Rothstein et al., 1990), trobant una disminucid de Iactivitat
transportadora de glutamat associada a les membranes procedents dels territoris

del cervell o de la medul-la espinal afectats per la ELA.

Més tard, els mateixos autors van comunicar que el déficit en el transport de
glutamat es deu a una perdua selectiva del transportador de glutamat astroglial
EAAT2 (Rothstein et al., 1995) reforcant-se aixi la idea de que la excitotoxicitat
mediada per glutamat és un procés important en la degeneracié de MNs propia de
la ELA.

També se descriu una pérdua d’aquest transportador de glutamat astroglial EAAT2
en rates transgéniques portadores de la mutacié en la SOD1 (Howland et al.,
2002), cosa que suggereix que la excitotoxicitat és un mecanisme patogenétic
comu que estableix un nexe entre les formes familiars associades a mutacions de
SOD1 i les formes esporadiques d’ELA.

El fet és que les MNs sén particularment sensibles al dany excitotoxic
glutamatergic. Com ja s’ha esmentat abans, son neurones no massa ben dotades
per suportar sobrecarregues de [Ca®*],, ja que presenten un déficit en proteines
fixadores de calci. A més les MNs sén riques en receptors de glutamat,
particularment d’'una forma especial del tipus AMPA que, al no presentar una
subunitat anomenada GIuR2, i confereixen permeabilitat a calci i major

vulnerabilitat a estimuls excitotoxics.

Un model ampliament utilitzat des de fa temps i especialment profitds ha estat

I'’embrié de pollastre (Hamburguer, 1951) utilitzat per estudiar el desenvolupament
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del sistema nervids, el fenomen de mort cel-lular programada (Programmed Cell
Death, PCD) i fenomens d’excitotoxicitat, donada la seva facilitat de manipulacié.
S’ha comprovat que el tractament agut d’embrions de pollastre en el dia de
desenvolupament (E)7 o posteriorment amb N-metil D-Aspartic (MMDA),
antagonista de receptors de glutamat, produeix una mort massiva de MN, en canvi
el tractament cronic amb MMDA a partir de E5 és capac de rescatar MN
embrionaries de la PCD i prevenir un dany excitotoxic agut posterior (Llado et al.,
1999) donant lloc, pero, a una degeneracié cronica de les MN (Tarabal et al.,
2001).

Una altra diana intracelul-lar del dany excitotoxic important és una alteracié del
reticle endoplasmic que afecta al processament i trafic normal de proteines. Les
proteines s’agreguen en l'interior del reticle, segurament com a conseqliéncia d’una
alteracio en la composicio ionica del medi intraluminal del reticle endoplasmic. Les
proteines agregades no superen els controls de qualitat per ser exportades, és a
dir, per la secrecido o insercid en la membrana plasmatica i sén derivades als
lisosomes. Mitjangant l'activacié d’un procés d’autofagia, els dominis de reticle
endoplasmic que contenen agregats proteics sén envoltats per membranes
cel-lulars que seran fusionades amb el compartiment lisosomal. Si el fenomen
autofagic és molt extens, indueix a la degeneracié i mort neuronal. Si, pel contrari,
el fenomen és limitat, funciona com un mecanisme defensiu que tendeix a aillar i
eliminar components cel-lulars danyats i restaurar la funcié cel-lular. Es probable
gue els cossos d’inclusid6 que apareixen en el soma de les MNs de mostres
patologiques d’ELA, anomenats cossos de Bunina, tinguin relacid amb estructures
autofagiques generades per un procés similar al descrit. Una altra conseqliéncia de
la retencid de proteines agregades en el reticle és una disfuncid en el trafic
vesicular i transport de proteines a la membrana plasmatica, dificultant el transit i
recanvi de proteines clau pel manteniment de la funcié neuronal, com sén per
exemple els receptors de membrana (Tarabal et al., 2001, 2005). Com a
conseqliéncia d’aquest procés, la neurona en procés de degeneracid sobreviuria per
un periode de temps, que podria ser bastant prolongat, perd en un estat

disfuncional.

Els astrocits sén elements essencials per les MNs, proveint-les de suport trofic i i
mediant la rapida absorcid del glutamat sinaptic mitjancant I'accid6 dels
transportadors de glutamat EAAT2 (o GLT-1 en rosegadors). L’excititoxicitat
mediada per glutamat pot induir dany neuronal i mort com a conseqiiéncia de la
seva accid repetitiva, permetent alhora I’'entrada de calci a través dels receptors
calci-permeables glu-AMPA. En la medul-la espinal, la prevencié de |'excitoxicitat

per glutamat és funcié dels astrocits. Les MNs tenen una alta i inherent sensibilitat
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a l'excitotoxicitat degut a que els seus receptors de glutamat tenen una baixa
proporcié de la subunitat GIuR2 (Van Damme et al., 2002) en relacio a altres tipus

de neurones.

Comprovats ja els baixos nivells de GIuR2 degut a fenomens d’edicid post-
transcripcional del RNA, en neurones de medul-les espinals de malalts d'ELA es
troben encara nivells més baixos que en medul-les controls (Takuma et al., 1999).
En models de rata transgénica hSOD1%%** | hSOD1"*®®R no s’han trobat alteracions
en el RNA del receptor GIuR2 (Kawahara et al., 2006), demostrant que aquestes

alteracions no son necessaries per patir la malaltia familiar.

Els astrocits també responen al dany de diferents formes pel que fa la seva
activacio, com un increment de I'ensemblatge dels seus filament intermediaris o un
increment d’altres processos en el cos cel-lular. L'activacié astrocitaria ha estat
observada en pacients d’ELA i en ratolins transgenics SOD1 (Schiffer et al., 1996,
Hall et al., 1998, Levine et al., 1999).

De fet, en ratolins que expressen la inactiva SOD1%®°R, s’han observat inclusions
d’aquesta SOD1 en astrocits en estadis primerencs de la malaltia (Brujin et al.,
1997). La recaptacié de glutamat alterada és un dels mecanismes lligam entre la
ELA espontania i la familiar deguda a mutacions de la SOD1. Un transport de
glutamat disminuit ha estat confirmat en sinaptosomes obtinguts de teixit de SNC
afectat en pacients d’ELA (Rothstein et al., 1992), els nivells de EAAT2 estan
reduits en el cortex motor i medul-la espinal de malalts d’ELA (Rothstein et al.,
1995), en medul-les de ratolins mutants per SOD1 (Brujin et al. ,1997) i de rata
mutant (Howland et al., 2002). Com a conseqliéncia, en el model d’ELA familiar del
ratoli transgénic per hSOD1%%** heterozigot per EAAT2 desenvolupa la malaltia
inicialment (Pardo et al., 2006), mentre que drogues que augmenten l|'activitat

EAAT2 n’extenen la supervivéncia (Rothstein et al., 2005).

Una implicacié addicional per la contribucié astrocitica en la ELA és que en cultius
cel-lulars amb astrocits activats s’indueix la degeneracié de MNs embrioniques via
produccié de NGF, que en preséncia de baixes concentracions d’oxid nitric pot induir
apoptosi a través del receptor p75NTR. Els astrocits activats en la medul-la espinal

1G93A

de ratolins transgénics SOD incrementen la sintesis de NGF (Pehar et al.,

2004).
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1.4.2 Mutacions de la SOD1

No hi ha encara una idea ferma que expliqui satisfactoriament la rad per la qual les
mutacions de la SOD1 estan associades a ELA familiar. La SOD1 és una proteina de
17 KDa que conté un atom de coure i un altre de zinc. Es un enzim antioxidant que
catalitza la conversido de superoxid (0O,’) en peroxid d’hidrogen (H,O,) i oxigen
molecular (0,). S’han descrit fins ara més de 100 mutacions diferents de la SOD1
vinculades a ELA familiar afectant de forma variable l'activitat enzimatica. Hi ha
casos on disminueix l'activitat enzimatica, com es demostra en analisis d’activitat
de la SOD1 en sang de pacients d’ELA (Deng et al., 1993, Orrell et al., 1995), o en
models animals transgénics per la SOD1 (Wang et al., 2002), pero en altres no es
modifica o es veu augmentada (Ripps et al., 1995, Reaume et al., 1996, Brujin et
al., 1997, Cleveland and Rothstein 2001). Aquestes i altres observacions indiquen
que és més probable que l'efecte nociu de la mutacié radiqui en I'adquisicié d’una
propietat toxica de la molécula. Un fet a destacar és que, en cultius de
neuroblastoma que expressen la proteina SOD1 salvatge o G93A, la oxidacié de la
SOD1 salvatge modifica les seves caracteristiques, tornant-la toxica pel cultiu,
ubiquitinitzant-la, interaccionant amb Hsp70 i entrant-la a la via secretora a través
de Cromogranina B (Urushitani et al., 2006, Ezzi et al., 2007).

Rakhit et al., (2007) han desenvolupat un anticos (SOD1 exposed dimer interface,
SEDI) que reconeix especificament la SOD1 malplegada i monomeérica, utilitzant
com a epitop reconegut una zona de la proteina que normalment esta amagada en
I'hnomodimer. Utilitzant aquest anticos s’ha establert la preséncia de SOD1
malplegada i monomeérica en els models d’ELA en ratoli mutant per la hSOD1 G37R,
G85R i G93A i en pacients humans amb ELA familiar amb mutacié SOD1**", Malgrat
la seva expressid ubiqua, la SOD1 malplegada es troba principalment en MN
degenerants, apareixent abans del comengament dels simptomes de la malaltia i
disminuint en estadis finals de la malaltia, cosa que coincideix amb la pérdua de
MNs.

S’ha de tenir present que, tant en la ELA familiar com en ratolins transgénics que
desenvolupen la malaltia, la mutacié de SOD1 s’expressa en totes les céel-lules de
I'organisme encara que només estarien afectades les MNs. El fet que el ratoli
Knockout per la SOD1 no desenvolupi malaltia de la MN (Reaume et al., 1996) i que
quan es crearen ratolins transgénics on la mutacié s’expressava sota control d’un
promotor neuronal, els animals no desenvolupaven la malaltia (Pramatarova et al.,

2001) afirma aquesta idea.
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Uns altres experiments importants van ser els de Clement et al., 2003, on van
generar ratolins quimeérics composats per barreges de cél-lules normals i cél-lules
expressores de hSOD1 mutada a nivells suficients per causar la malaltia. Aixi, amb
aquests i altres estudis s’ha arribat a la conclusié que, perqué es desenvolupi la
ELA, es precisa que la SOD1 mutada sigui expressada en neurones i també en
cel-lules no neuronals. Una de les caracteristiques de la SOD1 mutada és la gran
facilitat per agregar-se en el citosol i provocar un efecte toxic per la cel-lula
(Durham et al., 1997; Johnston et al., 2000).

Els agregats apareixen tant en neurones com en astrocits i poden estar associats a
més components, como xaperones o la ubicuitina. Aixi, en cultius primaris com a
models d’ELA, la induccié de xaperones provoca la seva neuroproteccié (Batulan et
al., 2006) i Hsp 40, Hsp 70 milloren el creixement neuritic i disminueixen els
agregats (Takeuchi et al., 2002) i Hsp105 provoca la dissolucié d’aquests agregats
proteics (Yamashita et al., 2007). De la mateixa manera, la injeccié de Hsp70 en
ratolins transgénics com a model d’ELA provoca un augment de la seva esperancga
de vida (Gifondorwa et al., 2007) i el tractament amb arimoclomol, un farmac
coinductor de heat shock proteins, retrassa la progressié de la malaltia i augmenta
I'esperanca de vida en ratolins transgénics SOD1%°3** (Kieran et al., 2004). No esta
clara la manera per la qual els agregats exerceixen citoxicitat, perd la formacid
d’agregats proteics en el citoplasma despertaria processos en la cél-lula destinats a
la seva dissolucid, com l'activacié del sistema ubicuitina-proteosoma i la captaci6 de
proteines amb activitat restauradora de la estructura proteica como les xaperones (
Houenou et al., 1996; Fujihara and Nadler, 1999; Tidwell et al., 2004).

El fet que les MNs no tinguin una gran capacitat per mobilitzar xaperones (Robinson
et al., 2005) i donada la gran tendéncia a la formacié d’agregats, la capacitat dels
sistemes de dissolucid queda aviat saturada. D‘altra banda, I'agregat actua com
una veritable trampa en la que les proteines reparadores, com les xaperones,
quedant segrestrades i, per tant, desviades de la funcid normal en la cél-lula
generant estrés i toxicitat. Aix0 passaria tant en neurones com en astrocits. Per
tant, una intervencid farmacolodgica que afavoreixi la digestiéo dels agregats de
SOD1 podria tenir efectes favorables en el tractament de la ELA familiar associada
a mutacié de la SOD1. Cal esmentar que els agregats de SOD1 només es troben en
els teixits afectats per la ELA (Liu et al., 2004) i no es troben presents en les

formes esporadiques d’ELA.

Recentment, en el laboratori de D. W. Cleveland s’ha posat de manifest que la

SOD1 mutant té una gran tendéncia a formar agregats a linterior de les

29



mitocondries (Vande Velde et al., 2008). Els agregats de SOD1 s’uneixen amb
altres proteines mitocondrials, causant una greu disfuncié mitocondrial o una
interferéncia en la funcié d’altres proteines. Aquests descobriments concorden amb
les dades morfoldgiques prévies on s’observen grans alteracions estructurals en les
mitocondries de les MNs en les primeres etapes de desenvolupament de la malaltia

en animals mutants de SOD1.

S’ha demostrat també la preséncia d’aquests agregats en |'aparell de Golgi en
malalts d’ELA i en models animals de la malaltia. En malalts d’ELA, I'aparell de Golgi
presenta un aspecte fragmentat, amb cossos de Bunina i inclusions basofiliques, i
en models animals, la fragmentacié de 'aparell de Golgi es produeix mesos abans

de l'inici dels simptomes de la malaltia (Fujita et al., 2005).

Estudis amb ratolins transgénics expressors de varies mutacions per la hSOD1
suggereixen que la via de mort de la MN és molt complexa i pot incloure
esdeveniments relacionats a més amb dany oxidatiu, excitotoxicitat, alteracions en
la homeostasi del calci, activacié de caspases, defectes mitocondrials (Liu et al.,
2004). També molt recentment, el grup de Robert H. Brown ha demostrat que els
agregats de SOD1 atrapen la proteina antiapoptoética Bcl-2 (Pasinelli et al., 2004).
La depleci6 d’aquesta proteina deixa desproveida a la neurona d’una defensa

essencial contra la mort cel-lular per apoptosi.

Analisis de ratolins que expressen la mutaci6 SOD1¢37®

posen de manifest la
desregulacié d’activitats CdK4 i Cdk5 (Nguyen et al., 2003), que podria estar
implicada en apoptosi i neurodegeneracié (Patrick et al., 1999). No obstant, estudis
recents eliminarien el paper de Cdk5 en la patogénesis de la ELA, per exemple el
cas del knockout de p53 en ratolins SOD1%°** no afecta el desenvolupament de la

malaltia (Takahashi et al., 2004).

Un altre possible mecanisme que fa les MNs especialment vulnerables en condicions
de mutacié de SOD1 és a través de I'anomenat sistema Fas-Fas lligand (Fas-FasL).
Fas és una proteina de membrana que s’activa quan s’uneix a FasL. Quan aixo
succeeix, s'activen vies de senyalitzacié intracel-lular que porten a la mort cel-lular
per apoptosi. S’ha demostrat que |'activacié de Fas en les MNs indueix |'expressio
de la forma neuronal de la sintasa de I’0xid nitric (nNOS) i que la produccié de oxid
nitric (NO) a través de I'enzim desencadena la mort neuronal (Raoul et al., 2002).
Les MNs de ratolins mutants de SOD1 que tenen ELA sén molt sensibles a aquest
sistema de senyalitzaci6 de mort cel-lular. També aquestes troballes tenen
conseqliéncies terapéutiques, ja que tan el sistema Fas-FasL com el de la NOS

poden modular-se farmacologicament.
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Tot i que les MNs son les cél-lules afectades en aquesta malaltia, esta clara la
implicaciéo d‘altres tipus cel-lulars. Per saber els tipus cel-lulars que produeixen
efectes nocius portant a la mort neuronal es van generar ratolins transgénics
expressors de hSOD1 mutada sota promotors astrocitics o sota promotors

1685R

neuronals. L'expressié de la mutaci6 SOD sota promotor GFAP produeix

astrocitosis pero no la malaltia (Gong et al., 2000).

1%37R sota promotor pridnic

Ratolins transgenics expressors de cDNA SOD
desenvolupen també la malaltia (Wang et al., 2002) cosa que demostra que
I’'expressié de la hSOD1 mutada en la unié neuromuscular és suficient per causar la
malaltia, i I'expressié d’aquesta proteina mutada només en glia no és un
requeriment per la neurodegeneracid. Sorprenentment, I'expressié de la proteina
mutada Unicament en neurones sota promotors neuronals tampoc indueix la
malaltia (Pramatarova et al., 2001). No obstant, hi ha la possibilitat que el nivell
d’expressié del transgen durant el desenvolupament estigui per sota els llindars
necessaris per provocar la malaltia. La generacié de ratolins quimeérics, amb
cel-lules expressores de hSOD1 normal i mutada demostra que la neurodegeneracio
és retrassada o eliminada quan MNs expressores de hSOD1 mutada estan
envoltades per cél-lules wild type sanes (Clement et al., 2003). A més, aquests
estudis mostren l'evidéncia del dany en MNs wild type estant envoltades per
cel-lules expressores de hSOD1 mutada.

Tots aquests resultats demostren la importancia de |'entorn de MNs, pero el
mecanisme pel qual la toxicitat de la SOD1 mutada és transferida d’una cél-lula a

una altra és encara desconegut.

Les cromogranines (Cg A i B) sén unes glicofosfoproteines solubles acidiques que
son els components majoritaris de les vesicules de nucli dens (large dense-core
vesicles, LDCV) en neurones i en cel-lules endocrines. Els estudis mostren que CgA i
CgB, que son proteines abundants en MNs i interneurones, podrien actuar com les
xaperones i promoure la secrecié de la proteina SOD1 mutada i malplegada, ja que
s’ha demostrat que interactuen amb formes mutades de la SOD1 perd no amb la
wild type (Urushitani et al., 2006). A més, els resultats suggeririen que la SOD1
mutada extracel-lular podria induir microgliosis i mort de MNs. Amb aquests
resultats aconseguits de la patogenia de la ELA basats en la toxicitat de la SOD1
mutada secretada, que demostren que la toxicitat és transferible d’'una cel-lula a
una altra, semblaria que la malaltia no és estrictament un problema Unicament de
la MN.
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1.4.3 Altres mutacions
Mutacions en I’'Alsina

Malgrat la mutacidé de la SOD és la més investigada i la més utilitzada en models
animals, no és la Unica mutacié descoberta referida a la patogénia de la ELA. Per
exemple, s’han trobat deleccions en exons codificants en un nou gen situat en el
cromosoma 2933 (Hadano et al., 2001), anomenat ALS2, que codifica per una
proteina posteriorment descoberta, I'Alsina, de 184kDa i 1657 aminoacids. El gen
ALS2 és expressat ubiquament, i codifica per aquesta proteina, que té 3 dominis
homolegs GEF (guanine nucleotide exchange factor), que activen una guanisin
trifosfatasa (GTPasa) pertanyent a la familia Ras. Els dominis son domini N-terminal
RCC1-like, domini central amb homologia Dbl i homologia pleckstrin (DH/PH), i
domini C-terminal, corresponent a vacuolar protein sorting 9 (VPS9). Aquestes
mutacions s’han trobat en pacients amb una forma juvenil recessiva d’ELA (JALS)
(Yang et al., 2001, Hadano et al., 2001). S’ha trobat que la forma llarga de I'alsina
(LF) és capag d’unir-se a la proteina SOD1 mutada, perd no a la SOD1 salvatge, via
domini RhoGEF, i és capag de protegir el cultiu d'una linea de MNs davant
neurotoxicitat induida per SOD1 mutada (Kanekura et al., 2004). Més recentment
s’ha trobat que la alsina esta involucrada en un mecanisme endocitic anomenat
macropinocitosis via Racl. La pérdua de la funcié de la proteina resultaria en una
pertorbacié de mecanismes cel-lulars i moleculars, com per exemple el trafic de
vesicules, resultant en disfuncié i finalment mort cel-lular (Kunita et al., 2004,
Hadano et al., 2006) S’ha comprovat que la pérdua de la proteina Als2 en ratolins
transgénics madurs comporta un pérdua de cél-lules de Purkinje (Hadano et al.,
2006).

S’ha descrit també que la pérdua de funcié de l'alsina no afecta en la progressio de
la malaltia en ratolins transgenics G93A, perd predisposa les neurones a patir
estres oxidatiu (Cai et al., 2005).

Mutacions en I’Angiogenina

Mutacions en I'’Angiogenina s’han relacionat directament amb la ELA, potenciant
més el lligam entre una angiogénesis alterada i la degeneracié de MNs. S’han trobat
7 mutacions sense sentit en 15 pacients d’ELA Familiar i en 11 pacients d’ELA
espontanea (Greenway et al., 2006). No obstant, aquestes mutacions semblen
restringides a la poblacid irlandesa, italiana i escocesa, suggerint que aquestes
mutacions lligades a ELA serien poc comunes. El mecanisme pel qual aquestes
mutacions afecten la funcid en l'agiogenina i provoquen la malaltia encara és
desconegut. L'angiogenina, que s’expressa en tot el Sistema Nervids Central (CNS),

incloses les MNs, té una activitat intranuclear RNAasa que pot facilitar la sintesis de
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rRNA. La majoria de les mutacions han estat trobades en el nucli catalitic, portant
probablement a una pérdua de funcié en l'angiogenina mutada, tot i que aixd
encara esta per confirmar, com el fet que I'angiogenina pugui tenir caracteristiques

neurotrofiques.
Mutacions en la ALS8-VAMP-Associated Protein B (VAPB)

Una mutacidé sense sentit, dominant, en el cromosoma 20 ha estat lligada a formes
atipiques d’ELA, associada a tremolors (Nishimura et al., 2004). Tots els casos
deriven d’'una mutacié en el gen codificant de la vesicle-associated membrane
protein B (VAPB), també coneguda com sinaptobrevina associada a proteina B.
Aguesta proteina esta implicada en el transport del Reticle Endoplasmatic a Golgi,
incloent el transport axonal de components de la membrana. Es desconeix com la
substitucid de la Prolina per la Serina en la posici6 56 afecta les propietats

funcionals de la proteina.
Mutacions en Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

VEGF és considerat un factor que pot contribuir a la ELA desde que es va veure que
una deleccié en el Hipoxya Response Element (HRE) en el seu promotor produia
una malaltia similar a la ELA en ratolins (Oosthuyse et al., 2001). VEGF s’expressa
en tot el SNC i funciona com a factor neurotrofic en moltes cél-lules, incloses les
MNs (Oosthuyse et al., 2001, van den Bosch et al., 2004). Revisant els HRE de
pacients d’ELA i altres regions de VEGF relacionades amb desregulacié de la seva
sintesis, no s’ha trobat relacié entre les variants de HRE i la malaltia (Gros-Louis et
al., 2003, Lambrechts et al., 2003). Malgrat aix0, 2 haplotips en altres regions del
promotor mostren un risc a patir ELA en determinades poblacions (Lambrechts et
al., 2003).

1.4.4 Neuroinflamacio

La inflamacié constitueix un dels aspectes de la resposta immunitaria innata. La
immunitat innata esta normalment present i no és estimulada per antigens ni esta
mediada per anticossos. Generalment és no-especifica i és executada per una
varietat de cél-lules fagocitiques que inclouen neutrofils circulants, monocits i
macrofags residents en teixits. Els macrofags residents en el SNC soén les cél-lules
microglials. Durant el desenvolupament la microglia és immunologicament activa i
capac de respondre a esdeveniments relacionats amb |'organitzacid del SNC i
formaciéo de I'ambient neuronal-glial. En el cervell huma adult aquesta microglia
esta en un estat inactiu pero preparada per una defensa immune de primera linia

(Raivich, 2005). En resposta a una gran varietat d’agressions, la microglia s’activa i
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les cél-lules fagocitiques alliberen una série de productes per mediar la resposta
inflamatoria. Aquesta transformacié és evident morfoldogicament, passant d’un estat
ramificat a un estat ameboide fins arribar a un estat actiu (Perry, 2004). La
microglia esdevé principal en la resposta a un estimul primari de les neurones o
dels astrocits, incloent linterfer6 y (IFNy), tumour necrosis factor o (TNFa),
macrophague colony stimulating factor (M-CSF) i el granulocyte macrophague
colony stimulating factor (GM-CSF). Aix0 inclou un cos cel-lular més dens i com a
resultat un augment de la vigilancia local per part d’aquestes cél-lules. En aquest
estat la microglia expressa molécules del complex major d’histocompatibilitat II
(MHC 1II) i presenta antigens. En resposta a l'estimul secundari per TNF-a,
interleukina-1 (IL-1) o IL-6 la microglia té la seva maxima activitat mitjancant la
secreci6 de mediadors inflamatoris. Cal fer notar que l'efecte de I'activacio
microglial pot induir tan regeneracié com dany neuronal. Per l'alliberament de
citokines anti-inflamatories, neurotrofines i factors de creixement i controlant la
fagocitosis amb |'eliminacié d’axons de neurones malmeses, la microglia pot induir
la reparacié neuronal. Al contrari, amb l'alliberacid de citokines proinflamatories,
proteases lisosomals, radicals d’oxigen reactius neurotoxics i via activacié astroglial
i fagocitosis cronica, la microglia pot induir dany neuronal (Banati et al., 1993). La
comprensié dels mecanismes amb els quals es modula la reparacié i el dany
neuronal pot fer entendre el paper de la resposta de la immunitat innata en la ELA.
S’ha vist que en el model de ratoli transgénic SOD1%%*#, cél-lules no-neuronals wild
type soén capaces d’allargar la supervivéncia de les neurones mutants (Clement et
al., 2003). L'evidéncia de dany neuronal periféric suggereix que la microglia és la
principal executora de la resposta inflamatoria malgrat macrofags de la sang sén
reclutats i dirigits cap a la zona. Lesions en el SNC no solen comportar activacié
microglial i reclutament d’altres macrofags a menys que hi hagi trencament de la

barrera hematoencefalica (Stoll et al., 1999).

La ELA s’'havia considerat tradicionalment como wuna malaltia purament
degenerativa en la que els fendmens inflamatoris serien de poca rellevancia. Tot i
aixd, amb els coneixements adquirits en els darrers temps, la neuroinflamacio es
considera un element molt important a considerar tant en la ELA com en altres
malalties neurodegeneratives (Zipp et al., 2006), i més tenint en compte que

I’activitat inflamatoria és susceptible de ser modulable farmacoldgicament.

El concepte de neuroinflamacié es refereix essencialment a la invasié del sistema
nervios de leucocits circulants i |'activacid de la microglia. El paper d’aquestes
cel-lules en la degeneracid neuronal durant el desenvolupament ja ha estat

comprovat (Martin-Teva et al., 2004) encara que és controvertit (Calderé et al.,
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2009). Aquestes ceél-lules, macrofags residents en el teixit nerviés amb gran
capacitat fagocitica i migratoria, s’originen partir dels monocits circulants i s’activen
després d’una lesid. En les arees afectades per la neurodegeneracié en la ELA es
troba una acumulacié de cel-lules microglials i astroglials. En I'ELA, l'activacié
microglial ha estat descrita en medul-la espinal i cervell de pacients (Engelhardt
and Appel, 1990; Henkel et al., 2004; Kawamata et al., 1992; McGeer et al., 1991;
Troost et al., 1993; Turner et al., 2004), aixi com en models de ratolins transgénics
per la SOD1 (Hall et al., 1998, Kriz et al., 2002). En el liquid cefaloraquidi i en el
sérum de malalts amb ELA s’han trobat nivells augmentats de factors relacionats
amb la inflamacio, incloent proteines del Complement i Proteinala-quimioatraent de
monocits (MCP-1a), (Goldknopf et al., 2006, Simpson et al., 2004). L'activacio
microglial és iniciada abans de la pérdua neuronal (Henkel et al., 2006). A més,
I'augment de cél-lules dendritiques, potents presentadors d’antigens implicades en
la resposta immunitaria, han estat trobades en medul-les de pacients d’ELA i de
ratolins transgenics (Henkel et al., 2004, 2006).

Una evidéncia que implica la microglia en la patogénia de la ELA resideix en el fet
que estimulant cronicament el sistema immune amb lipopolisacarid (LPS), la
malaltia, en el ratoli transgénic s’agreuja (Nguyen et al., 2004).

També es déna una moderada infiltracié de leucocits, principalment de linfocits T8 i
T4. L'activacid inflamatoria es reflexa bioquimicament en un increment de
productes alliberats per les cél-lules. Alguns mediadors inflamatoris, com el TNFa,
les interleucines 1b i 6 (IL-1b, IL-6), la ciclooxigenasa 2 (COX-2) (Yasojima et al.,
2001) o la postaglandina E,, es troben incrementats en el teixit nervids afectat per
la ELA. També s’ha demostrat que el TNFa i l'interferd y indueixen estrés oxidatiu i
mort neuronal en explants de medul-la d’embrié de rata (Mir et al., 2009) Una
citokina particularment interessant upregulada en ratolins mutants per la SOD1,
que podria jugar un important paper en la degeneracié de MNs, és el TNFa. S'ha
vist que la microglia estimulada amb LPS produeix alt nivells de TNFa en el ratoli
transgénic SOD1%* (Weydt et al., 2004). L’administracié del seu antagonista
comporta un lleuger augment de I'esperanca de vida en aquest model animal (West
et al., 2004).

La COX-2, produida en abundancia per la microglia i altres cél-lules inflamatories
(també per neurones i astrocits), juga un paper important estimulant la produccié
de citokines proinflamatories. En ratolins, l'is d’un inhibidor de la COX-2
(celecoxib), allarga la supervivéncia allargant l'inici de la malaltia. Malauradament,
no altera la seva progressiéo un cop ha comencat la malaltia. Assajos amb aquesta

droga en humans no han aportat cap benefici (Cudkowicz et al., 2006).
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En ratolins transgénics SOD1%*"R han estat detectades, per hibridacié in situ, una
forta activitat NFkB, expressié de citokines i quimokines a la medul-la espinal
(Nguyen et al., 2001). Es considera que la resposta inflamatoria pot tenir
conseqliéncies ambivalents, amb un sentit defensiu o protector limitant el dany
cel-lular propi de la ELA, i també promovent fendomens neurodegeneratius,
incrementant el dany neuronal i autoperpetuant el procés lesiu. Aixi, s’ha demostrat
gue l'estimulacid de la resposta immunitaria protectora mediada per linfocits T
allarga la vida de ratolins transgénics amb ELA (Angelov et al., 2003). L’estimulacid
es va aconseguir mitjangcant l'administracié de |'anomenat copolimer-1, un
polipeptid sintétic emprat en el tractament de I'Esclerosi Multiple. En el sentit
contrari, produint depressio dels efectes perjudicials de la neuroinflamacio, alguns
inhibidors de la COX-2, del TNFa o de l'activaci6 microglial, com la minociclina
milloren els simptomes i allarga la vida de ratolins transgenics amb ELA (Kriz et al.,
2002, Van den Bosch et al., 2002).

Les cél-lules microglials podrien ser un element important en la induccié d’apoptosi
via Fas lligand, que en MNs implicaria la sintesis d’oxid nitric. A més, la SOD1
mutada se sap que és un potent activador de la microglia (Hall et al., 1998,
Urushitani et al., 2006), implicant una estreta relacié entre les MNs, cél-lules

microglials i altres cel-lules no neuronals.

1.4.5 Autoimmunitat

La possibilitat que un mecanisme autoimmune estigui relacionat amb la patogénia
de la ELA ha estat considerat fa molt temps, pero les evidéncies que li donarien
suport fins ara no han estat concloents. Moltes de les caracteristiques de les
malalties autoimmunes no han estat trobades en la ELA, com ara l'associacié amb
altres malalties autoimmunes o amb tipus d’histocompatibilitat, preséncia
d’anticossos en els teixits afectats i millora terapéutica enfront a tractaments
immunosupressors (Kelemen et al., 1983, Brown et al., 1986, Drachman et al.,
1994). L'existéncia de fendmens autoimmunitaris en la ELA ha estat ampliament
discutida (Drachman and Kuncl, 1989, Drachman et al., 1995, Smith et al., 1996),
aspecte especialment estudiat en el laboratori de S.Appel. Tot i que no hi ha
resultats concloents, s’ha descrit I'existéncia d’anticossos circulants contra canals
de calci (Voltage-gated Calcium Chanel, VGCCs) en malalts d’ELA esporadica
(Engelhardt et al., 1995, Engelhardt et al., 1997, Offen et al., 1998). Es creu que
aquests anticossos podrien activar aquests canals facilitant I'entrada de calci a la
neurona i promovent els mecanismes excitotoxics i dany neuronal en la ELA. S’ha
comprovat també que aquests anticossos anti VGCC sén citotoxics per la linia

hibrida de MN VSC4.1 de forma calci extracel-lular depenent. La citotoxicitat
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desapareix pre-incubant aquestes Ig amb antagonistes dels VGCC o amb subunitats
dels VGCC aillades (Smith et al., 1994).

També s’ha descrit la preséncia d’anticossos anti-neurals en el liquid cefalo-raquidi i
serums de malalts d’ELA, trobant-se evidéncia d’anticossos anti gangliosids
(Pestronk et al., 1988, Niebroj-Dobosz et al., 1999, Mizutani et al., 2003). Els
gangliosids sén un grup de glucoesfingolipids que contenen acid sialic presents en
elevada concentracié en les membranes de les neurones, tant en mateéria blanca
com gris, i especialment en els terminals nerviosos (Marconi et al., 2005). Els
ganglidosids estan relacionats amb moltes funcions fisiologiques (Svennerholm,
1994), pero es desconeix encara el significat de la seva preséncia, ja que no en tots
els sérums de pacients d’ELA s’ha determinat la seva preséncia i a més s’ha trobat
evidencia en serums de pacients d’altres malalties neurologiques (Lamb and Patten,
1991, Gallardo et al., 2001). S’ha detectat la preséncia d’anticossos circulants anti
sulfoglucuronil paraglobosid, SGPG (Ben Younes-Chennoufi et al., 1995), aixi com
la presencia d’anticossos anti acetilcolinestera (Haggstrom et al., 1997) i més
concretament preséncia d’anticossos que modifiquen |'activitat acetilcolinesterasa
d’eritrocits (Sindhuphak et al., 1988), la preséncia d’anticossos anti el receptor
d’acetilcolina (Okuyama et al., 1997), la preséncia d’anticossos anti Neurofilament
(Couratier et al., 1998) i la preséncia d’anticossos anti Fas en pacients d’ELA tant
esporadica com familiar (Sengun and Appel, 2003). S’ha comprovat l'activitat
citotoxica del sérum de malalts d’ELA enfront eritrocits normals (Conradi and
Ronnevi, 1985), i la presencia de Ig citotoxiques contra eritrocits en la saliva de
pacients amb ELA (Conradi et al., 1990). Aquestes troballes, perd, no han estat
complementades amb correlacions de la malaltia amb el seu estadi, sexe o edat

dels pacients.

Les Immunoglobulines G (IgG) de sérums de pacients d’ELA, injectades
intraperitonealment en ratolins, es dirigeixen i sén trobades 24 hores després de la
injeccié en el sistema nervidés del ratoli, en els axons terminals de la segona
neurona motora, localitzades més concretament en els microtubuls i en Reticle
Endoplasmatic Rugds (RER). Injectant aquestes IgG en mostres de medul-la
humana de pacients d’ELA, els anticossos també van ser trobats en les

immediacions dels microtubuls i del RER (Engelhart et al., 2005).

El significat de la preséncia d’aquests anticossos és encara desconegut.
Lamentablement, com ja s’ha comentat abans, els assajos clinics realizats amb
terapia immunosupressora no s’han mostrat eficagos en el tractament de la ELA
(Brown et al., 1986).
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1.4.6 Citoesquelet i fosforilacié de proteines.

Totes les cel-lules animals contenen un entramat interior de filaments molt
complexe que constitueix el citoesquelet. El citoesquelet intervé de manera
essencial en la determinacio de la forma cel-lular i és una estructura molt dinamica
implicada en tots els moviments cel-lulars i en trafic interior d’organuls i proteines.
Les neurones deuen la seva peculiar forma arbrada a la disposicio del seu
citoesquelet, constituit per microtubuls, microfilaments d’actina i els anomenats
filaments intermediaris o neurofilaments. Els filaments intermediaris estan formats
per proteines de neurofilament i d’altres com la periferina. Una de les
caracteristiques histopatologiques més sorprenents de la ELA és l'acumulacio
anormal de neurofilaments hiperfosforilats, tant en el soma neuronal com a nivell
dels axons. Son els anomenats esferoides axonals. Alguns animals transgenics
sobreexpressors de proteines del citoesquelet desenvolupen malalties de la MN
similars a la ELA, tot i que, en determinats casos, |'excés de filaments pot tenir
conseqliéncies favorables per la MN préviament malmesa (Julien 1995, Tu et al.,
1997, Julien, 1997). Es possible que les greus alteracions en l'organitzacié del
citoesquelet observades en les MNs danyades per la ELA siguin més aviat una
conseqliéncia que una alteracié primaria inherent a la mateixa. Un altre aspecte de
la fisiologia neuronal en el que la participacié del citoesquelet és rellevant en el
transport axonal. El transport axonal és essencial en les neurones degut a la gran
mida i polaritat d’aquestes cel-lules. En humans, les MNs espinals poden tenir axons
de més d'un metre de longitud, i moltes proteines sén sintetitzades en els cossos
cel-lulars i transportades cap als terminals nerviosos mitjancant transport axonal.
Algunes molécules motores, com subunitats ATPasa membres de les families de la
kinesina o dineina, mouen altres proteines mitjancant transport anterograd i

retrograd respectivament pels microtubuls.

Gracies a aquest mecanisme, especialment important en les MNs, tot un conjunt de
materials i organuls cel-lulars viatgen continuament des del cos cel-lular fins als
terminals de l'axd i viceversa. La disrupcid de la organitzacido dels filaments
interromp el transport axoplasmic i produeix dany neuronal. Es interessant
assenyalar que la inhibicid del transport axonal retrograd per manipulacié genética
de proteines motores responsables del mateix condueix a ratolins a desenvolupar
una malaltia de MN semblant a la ELA (Tu et al., 1996). L'impediment en el
transport axonal és considerat un factor important en varis desordres
neurodegeneratius. Mutacions que fan malbé els complexes de kinesina o dineina
poden impedir el transport axonal, bloquejar les carregues i produir degeneracid

axonal.
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Es troba una evidéncia estructural i funcional de dany en axons motors i
terminacions motores terminals que precedeix l'inici de la paralisis i de la mort
neuronal (Chiu et al., 1995, Azzouz et al., 1997, Kong and Xu, 1999, Fischer et al.,
2004, and Gould et al., 2006). Cal destacar la implicaci6 de components de
citoesquelet en la patogénesis de I'ELA, fet corroborat per models animals amb

desordres en el citoesquelet i amb defectes en el transport de microtubuls.

També la mutacid6 humana associada a formes juvenils d’ELA que afecta al gen
ALS2 condueix a la disfunci6 d’'una proteina que intervé en processos de
senyalitzacid relacionats amb el transport vesicular i amb [‘organitzacié del

citoesquelet.

L'activitat exagerada de diversos enzims responsables de la fosforilacié de proteines
o kinases provoca la hiperfosforilacio dels neurofilaments i d’altres substrats.
Alguns autors pensen que els neurofilaments podrien actuar com “trampes” de
fosforilacid, disminuint I'accié de les kinases sobre altres substrats, la fosforilacid
dels quals seria pitjor tolerada per la neurona (Rao et al., 1995). D'aixd es dedueix
que la fosforilacio del citoesquelet podria tenir, en part, conseqliéncies beneficioses.
L'activitat incrementada o desregulacido d’aquestes kinases i, en particular de la
kinasa dependent de ciclina 5 o Cdk5 (Bajaj et al., 2000), es considera com un
element patogénic important fins el punt que els farmacs inhibidors s’estan

investigant com possibles terapies en la ELA.

1.4.7 Estrés oxidatiu

En el transcurs d’algunes rutes que pertanyen a l'activitat metabodlica normal es
generen petites quantitats d’espeécies reactives d’oxigen (ROS) principalment en
mitocondries (Coyle et al., 1993, Lenaz et al., 1998), com el superoxid (02-),
I’'hidroxil (OH-) o el peroxidnitrit (ONOO"), totes quimicament molt actives i
potencialment toxiques per les ceél-lules. Aquestes espécies reaccionen amb
proteines, lipids i acids nucleics, alterant-los (Beal, 2002). Per tal d’evitar el dany
oxidatiu, les cel-lules estan equipades amb una bateria de defenses, constituida per
1) una serie de enzims que converteixen els ROS en molécules menys reactives
com la SOD (Super Oxid Dismutasa), la catalasa o la peroxidasa. 2) molécules més
petites amb activitat antioxidant, com el glutati6 i les vitamines C i E, coenzim Q o
acid lipoic. 3) minimitzacié de la disposicié de molécules pro-oxidants i 4) proteccio
per heat shock proteins que actuen eliminant o intentant reparar les proteines
malmeses. Quan els mecanismes de defensa antioxidant queden sobrepassats per
un excés de produccié de ROS o quan la capacitat antioxidant disminueix, apareix

I'estrés oxidatiu i el dany cel-lular consequent.
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Nombrosos estudis evidencien |'estrés oxidatiu en la patogénia de la ELA, i
existeixen nombroses dades que constaten |'existéncia de dany oxidatiu en teixits
afectats per la ELA (Bowling et al., 1993, Shaw et al., 1995, Tu et al., 1997). S’han
utilitzat diferents proteines marcadores d’estreés oxidatiu per tal d’avaluar-ne el
nivell, trobant-se per exemple nivells de 3-nitrotirosina incrementat en pacients
d’ELA esporadica i familiar (Beal et al., 1997) i alteracions immunohistoquimiques a
nivell de la hemoxigenasa-1 per aquestes dues variants de la malaltia (Ferrante et
al., 1997). També s’ha demostrat que les medul-les espinals de malalts d’ELA
esporadica mostren signes d’estrés en el Reticle Endoplasmic i que el dany oxidatiu
proteic esta associat a canvis en concentracié d’acids grassos en la ELA. L'estrés
oxidatiu és evident en el cortex frontal, suggerint que aquesta regidé és afectada
aviat en la ELA. Tot aix0 ha estat parcialment reproduit en cultius organotipics de
medul-la espinal. Es pot concloure que canvis en la composicié d’acids grassos, una
disfuncié mitocondrial i activitat proteosomal, que poden derivar en excitotoxicitat,
portarien a estrés oxidatiu i finalment a estrées de Reticle en la ELA esporadica
(Ilieva et al., 2007).

Una de les proteines que resulta alterada com a conseqiéncia de I'estrés oxidatiu
és el transportador de glutamat EAAT2, cosa que derivaria en una promocié de la
excitotoxicitat. L’'entrada de calci dins la mitocondria dispara la produccioé d’especies
ROS (Dykens, 1994) i estimulant I'entrada de calci a la mitocondria via activacid
dels receptors AMPA s’ha vist que es dispara la despolaritzacié mitocondrial i la
generacié d’espécies ROS (Carriedo et al., 2000). La generacié d'espécies d’oxigen
reactives és evident en la toxicitat mediada per glutamat. L’'entrada de glutamat en
cel-lules glials i els transportadors de glutamat de neurones es veuen reduits amb
I'exposicié d’espécies ROS (Trotti et al., 1998). L'activitat peroxidasa dels mutants
per SOD1 és suficient per causar l'‘oxidacié i inactivacié dels transportadors de
glutamat EAAT2 en oocits de Xenopus (Trotti et al., 1999). La inactivacié dels
transportadors de glutamat pot portar a nivells elevats i persistents de glutamat en
la sinapsis, disparant una excessiva activacid dels receptors AMPA, incrementant els
nivells de calci intracel-lular i la generaci6 de molécules ROS. L’excitoxicitat i
|’estrés oxidatiu es podrien combinar fent un cercle vicids on el glutamat estimularia
I’entrada massiva de calci dins la MN, que alhora seria portat dins la mitocondria
estimulant la creacié d’espécies ROS que sortirien de la cél-lula i inactivarien els
transportadors de glutamat que portarien a augmentar els nivells de glutamat a la
sinapsis i activant els receptors AMPA que augmentarien de nou el calci

intracel-lular. El procés acabaria amb la mort neuronal (Rao et al., 2004).

S’han trobat nivells incrementats de calci en els terminals nerviosos motors de
pacients amb ELA (Silkos et al., 1996) i de ratolins SOD1%%** (Silkos et al., 1998).
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Altres fonts de ROS, probablement molt importants en la patogenia de la ELA,
podrien estar relacionades amb la neuroinflamacid i I'activitat ciclooxigenasa o amb

I'activacio de la NOS (Sintasa de I’0xid nitric).

Els marcadors per l'oxidacié de proteines i lipids estan localitzats en MN, astrocits
reactius i microglia i macrofags en la matéria gris de pacients amb ELA (Shibata et
al., 2001). El dany oxidatiu al DNA, mesurat pels nivells de DNA-8-hidroxi-2-
deoxiguanosina (8-OHdG) s’ha trobat elevat en pacients en la medul:la cervical de
malalts d’ELA (Fitzmaurice et al., 1996), i és encara més prominent en la banya
ventral (Ferrante et al., 1997) de la medul-la de malalts d’ELA esporadica, no
trobant-se diferencies en malalts amb ELA familiar. Nivells augmentats de 8-OHdG,
de 4-hidroxinonenal (indicatiu d’oxidacid lipidica i radicals lliures d’ascorbat) han
estat trobats també en el liquid cefaloraquidi (LCR) de pacients amb ELA (Ihara et
al., 2005, Smith et al., 1998). Nivells elevats de 3-nitrotirosina (Tohgi et al., 1999)
i manganeés nitrat superoxid dismutasa (Aoyama et al., 2000) també han estat
mesurats en el LCR de pacient d’ELA, malgrat que més recentment han aparegut

resultats diferents pel que fa la 3-nitrotirosina (Ryberg et al., 2004).

Si l'estres oxidatiu és una causa primaria de la ELA o només és una conseqliéncia
de la malaltia és encara debatut. El descobriment de mutacions en el gen de la
S0OD1, que produeixen algunes formes familiars d’ELA (Rosen et al.,1993) impulsa
la teoria de I'estrés oxidatiu. Els models animals de ratolins transgénics per la SOD1
mostren un increment del dany oxidatiu en proteines, DNA i lipids (Andrus et al.,
1998). Malgrat aix0, el fet que hi hagi més de 100 mutacions trobades en la SOD1 i
que aquestes comportin tant guany com pérdua o manteniment de la seva activitat
enzimatica fa suposar que la patogénia de la malaltia no recau Unicament en el

canvi de I'enzim SOD1.

1.4.8 Autofagia

L'autofagia és un conjunt de rutes cel-lulars degradatives que comporten el pas de
material del citoplasma cap al lisosoma per a la seva degradacié. S’han identificat 3
formes d’'autofagia: la mediada per xaperones, la microautofagia i Ia
macroautofagia (Levine et al., 2008). Es diferencien entre si per les seves funcions
fisiologiques i el mode de pas al lisosoma. La macroautofagia és el que normalment
s’anomena autofagia, i és el mecanisme de regulacié catabolic majoritari utilitzat en
eucariotes per degradar organuls i proteines. Aquesta forma d’autofagia implica el
tancament del material a degradar dins de vesicules amb una doble membrana cap
al lisosoma. Els primers passos sén la formacid i I'expansié d’'una membrana aillada

que els limits de la qual es fusionaran posteriorment per formar l'autofagosoma,
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una vesicula amb doble membrana que englobara el material citoplasmatic.
L'autofagosoma posteriorment es fusionara amb el lisosoma, que conté material
que produira la degradacio, per formar un autolisosoma, on el material captat sera
degradat. L'autofagia té lloc en nivells baixos virtualment en totes les cél-lules per
tal de mantenir I’'hnomeostasi cel-lular de proteines i organuls, s'‘incrementa quan les
cel-lules necessiten generar nutrients intracel-lulars i energia (Maiuri et al., 2007),
en processos durant el desenvolupament (Winslow et al., 2008), essent una forma
de PCD en periodes d’estrés oxidatiu, infeccions o agregacié massiva de proteines

(Mizushima et al., 2007) o com a prevencio del dany al DNA (Mathew et al., 2007).

S’ha demostrat que els autofagosomes s’acumulen en el cervell dels pacients amb
diferents malalties neurodegeneratives, com la malaltia d’Alzheimer, encefalopaties
espongiformes transmissibles, malaltia de Parkinson, malaltia de Huntington
(Williams et al., 2006). S'ha demostrat també la relacié entre el dany excitotoxic
produit per l'administraci6 de MMDA, la retencid de proteines dins el reticle
endoplasmatic, el bloqueig de la PCD i 'autofagia en models d’excitotoxicitat en
embrié de pollastre (Tarabal et al., 2005), aixi com la relacié entre excitotoxicitat,
autofagia i la desregulacié de la innervacié neuromuscular en aquest mateix model
(Calder¢ et al., 2007). En ratolins amb degeneracié cerebel-lar deguda a mutacions
en el receptor de glutamat, 'autofagia ha estat postulada com el mecanisme de
mort cel-lular no apoptotica (Yue et al., 2002). Malgrat aixd, ultimament s’ha
proposat que l'autofagia protegiria les cél-lules en malalties neurodegeneratives, i
que l'acumulacié d’autofagosomes comportaria I'inici de l'autofagia com a resposta
fisioldgicament beneficiosa (Martinez-Vicente i Cuervo, 2007). L'autofagia tindria un
paper important en el reciclatge d’agregats proteics associats a diferents malalties
neurodegeneratives. Ja que aquests substrats necessiten estar desplegats per
passar a la ruta proteosomal, els agregats proteics sén bons candidats per entrar a
la ruta de degradacido autofagica. El mecanisme pel qual aquestes proteines
exerceixen la seva toxicitat no esta clar, perd es creu que séon més toxiques en
complexes oligomeérics que no pas en grans agregats, d’aqui la seva formacio per
tal de prevenir aquesta toxicitat (Martinez-Vicente i Cuervo, 2007). Aquesta visi és
consistent amb el model pel qual I'autofagia és un sistema de control de qualitat,
I’activacio de la qual disminueix la formacio i toxicitat d’agregats i la seva inhibicio
els potencia. L’activacié farmacologica de l'autofagia redueix els nivells de formes
solubles i agregats de la huntingtina mutada, proteines mutades en [|ataxia
espinocerebel-lar, formes mutades de a-sinucleina i de tau mutada. També redueix
la toxicitat cel-lular in vitro i la neurotoxicitat en models de ratoli (Rubinsztein et
al., 2007).
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La ELA es caracteritza també per la preséncia dins de les MN d’agregats
intracel-lulars i de disfuncid mitocondrial (Ross et al., 2004) i s’ha demostrat que
I'acimul de mitocondries alterades i d’agregats intracel-lulars en les MN de pacients
amb ELA esta associada a una autofagia defectiva (Fornai et al., 2008a). A més,
guan les MN sén tractades amb un inhibidor de |'autofagia com la 3-metiladenina,
MN afectades pateixen greus conseqliéncies. En canvi, les MN normals no pateixen

greus problemes.

Estimulant I'autofagia amb baixes dosis de liti, utilitzat normalment pel tractament
de trastorns bipolars, els agregats intracel-lulars que contenen «-sinucleina,
ubicuitina i SOD1 mutada disminueixen en MN de la medul-la espinal (Fornai et al.,
2008b).

El mecanisme molecular pel qual el liti activa I'autofagia és encara desconegut.
Sarkar et al., 2005, han demostrat que |'autofagia induida per liti depén
estrictament de la inhibicié de la inositol monofosfatasa, que finalment resulta en
una reduccié dels nivells cel-lulars de linositol-1, 4, 5-trifosfat (IP3). IP3 i
I'estimulacié del seu receptor, IP3R, s’ha vist que redueixen l'autofagia (Criollo et
al., 2007). Aixi, l'eliminacid de IP3 elimina la inhibicié6 i permet la resposta
autofagica davant d’estres cel-lular com el que provoquen els agregats

intracel-lulars proteics.

S’ha observat també un efecte del liti en les mitocondries de MN de pacients amb
ELA (Fornai et al., 2008b), ja que les MN presenten un nombre més elevat de

mitocondries, suggerint que el liti estimula la seva biogenesis.

De sobres és acceptada la participacio de I'activacié astrocitica en la patogénia de la
ELA (Boillée et al., 2006a). Els astrocits activats tenen un actiu paper alliberant
factors toxics i amplificant la resposta toxica de la microglia (Nagai et al., 2007).
S’ha observat una reduccié de GFAP immunopositivitat en la lamina IX de ratolins
transgénics SOD1%%3* després del tractament amb liti (Fornai et al., 2008b). En
models in vitro de cultius cerebel-lars de rata s’ha pogut veure com el tractament
amb liti promou la supervivéncia neuronal tot inhibint el creixement astrocitari
(Gilad et al., 2007). El liti podria tenir un doble paper tot promovent la diferenciacié
neuronal i evitant I'efecte nociu de I'astroglia per les noves neurones formades. El
liti per si sol no és capag d’alterar el nombre de neurones en una medul-la espinal
sana, sembla que l'accié neurogénica estaria amplificada només en condicions

patologiques.
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1.5 Models animals

El descobriment de mutacions en el gen que codifica per la Cu/Zn superoxid
dismutasa 1 (SOD1) en determinades families va ser rapidament seguit de la
generacié de ratolins transgenics que expressaven diferents formes de SOD1
mutada (Rosen et al., 1993, Gurney et al., 1994). A partir del punt on va sorgir el
primer model animal de la ELA, el nombre de publicacions referides a aquesta
malaltia va augmentar espectacularment, degut al gran ventall de possibilitats que
oferia la investigacié in vivo. Actualment, els models animals sén un pilar basic i
essencial en la investigacio de la ELA, ja que permeten fer estudis testant drogues i
tractaments de la malaltia (Jackson et al., 2002, Julien and Kriz, 2006). També és
interessant I'Us de models animals per investigar ja que permeten establir vincles
entre la mutacié genetica que tenen i la pérdua de funcid6 motora que van
desenvolupant, cosa que suposa un paral-lelisme amb la progressié de la malaltia
humana. Recentment, els estudis de Matsumoto et al., de 2006, i de Thonhoff et
al., (2007) mostren la correlacié entre el resultat de diferents proves motores,
I'estadi de la malaltia i la pérdua de MNs. Tot i aix0, cal puntualitzar que els models
de rata i ratoli transgénics per la SOD humana mutada permeten treballar un petit
aspecte de la malaltia, ja que els casos familiars només representen un 10% de
casos d’ELA, i els que involucren la mutacié de la SOD1 sén només un 20% de

casos d’ELA hereditaria.

Existeixen diversos tipus de models animals segons la mutacié que s’hagi produit.

1.5.1 Ratolins expressors de SOD1 mutada.

Se sap que la toxicitat de la SOD1 no esta relacionada amb la seva propietat
catalitica. Una hipotesis que al principi va ser estudiada és que la mutacié de la
SOD1 augmentaria I'habilitat de I'enzim a utilitzat el peroxid d’hidrogen com a
substrat i generar radicals hidroxil que danyarien dianes cel-lulars com membranes
lipidiques, proteines o el DNA (Wiedau-Pazos et al., 1996). Una altra hipotesis seria
gue el malplegament de la SOD1 induida per mutacions permetria l'accés a
substrats no habituals com el peroxidnitrit en el lloc catalitic, donant-se lloc la
nitracio de residus tirosina (Beckman et al., 1993), perd aquestes dues hipotesis no

estan recolzades pels estudis amb animals transgénics.

El ratolins knockout, on s’ha inactivat el gen de la SOD1, no desenvolupen la
malaltia (Reaume et al., 1996) i tots els ratolins que expressen transgens diferents
on |'activitat SOD augmenta (Gurney et al., 1994; Ripps et al., 1995; Wong et al.,
1995) o no canvia (Bruijn et al., 1997) desenvolupen la malaltia. A més, I'addicio

de hSOD1 wild-type no afecta la progressio de la malaltia en ratolins transgénics
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SOD1°%R, Finalment, s’ha demostrat que la disminucié de I'activitat SOD1 comporta
el desenvolupament de la malaltia, com el cas de ratolins transgénics
sobreexpressors d‘una forma mutada de SOD1 on només hi ha 2 dels 4 residus
d’histidina coordinant la unié de I'atom de Coure en el seu lloc catalitic (Wang et
al., 2002a).

L'opci6 més acceptada és que la SOD1 mutada comportaria la formacié d’espécies
proteiques malplegades i agregats (Durham et al., 1997, Brujin et al., 1998,
Johnston et al., 2000, Wang et al., 2002), que podrien disminuir |'eficiencia i la
capacitat de resposta de les xaperones (Bruening et al., 1999, Batulan et al., 2003)

i de la via del ubicuitina/proteosoma (Urushitani et al., 2002).

Basat en els nivells d’expressi6 de mRNA establerts per Jonsson et al., 2005, la
ratio de sintesis de mRNA de SOD1 mutada en ratolins transgénics SOD1%%34, |a
supervivéncia del qual és aproximadament 130 dies, és 40 vegades superior al ratio
de mRNA de la SOD1 endogena. Per altres tipus de ratolins transgénics, com el
G85R, D90A, G93Ad! i G127X, amb un desenvolupament de la malaltia més lent, la
ratio es correspon a unes 20 vegades la ratio de la SOD1 normal. Aixi, alts nivells
dels mRNA de SOD1 semblen ser necessaris pel desenvolupament de la malaltia. A
més, l'esperanca de vida dels ratolins transgenics sembla ser inversament
proporcional al nombre de copies del gen mutat. Els nivells de SOD1 mutada en les
medul-les espinals poden variar ampliament entre diferents ratolins transgénics. El
nivell de SOD1 mutada en un ratoli jove G93A és unes 17 vegades major que el
nivell de SOD1 endogena, mentre que en un ratoli jove G85R o G127X, la proteina
mutada és de 'ordre del 90% i 45% respectivament de la SOD1 del ratoli (Jonsson
et al., 2005).

Malgrat els baixos nivells de SOD1 humana en ratolins transgenics joves G85R,
G127X i L126Z, la seva esperanca de vida és molt similar a ratolins G37R o G93A,
gue expressen alts nivells de la proteina humana en edats presimptomatiques. Cal
destacar que aquests ratolins transgenics també mostren agregats en la seva
medul-la espinal detergent-insolubles en edats avancades (Brujin et al., 1997,
Wang et al., 2005, Jonsson et al., 2005). Cal tenir en compte que els ratolins
transgénics expressors de la SOD1'%%2, amb nivells de mRNA comparables a altres
models animals, mostren sempre nivells baixos de la proteina mutada (Wang et al.,
2005).

Els analisis patologics del ratoli transgénic SOD1%°** a diferents edats a les unions
neuromusculars, arrels ventrals i medul-la espinal mostren que la patologia de la
MN comenca a la part més distal de I'axd i progressa amb un patro retrograd o de

“dying back” (Fisher et al., 2004). Aixi, aquest ratoli transgénic mostra denervacio
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molt abans de la pérdua neuronal. El fet que no es detecti proteina mutada
SOD1'*?%% en fibres nervioses distals en el ratoli transgénic suggeriria que el dany
directe als axons per part de la SOD1 mutada no és responsabilitat directe del
mecanisme de dying back (Wang et al., 2005).

Al 2002, Howland et al. van publicar el primer model de rata transgénica per la
SOD1. La justificacié d’aquest model resideix en qué permet estudiar la malaltia en
un animal de dimensions més grans, podent investigar, per exemple, el seu liquid
cefalo-raquidi (CSL), de 10 a 20 vegades més que en el ratoli , permetent |'obtencid
de suficient teixit per analisis bioquimics com modificacions post-traduccionals de
proteines com la SOD (Nagai et al., 2001) o fent proves motores, més facilment

practicables a animals més grans (Matsumoto et al., 2006).

1.5.2 Ratolins amb alteracions en filaments intermediaris (IF)

En la década passada, la manipulacido genetica va ser utilitzada per investigar el
paper de les proteines dels neurofilaments en la funcid neuronal i en processos
patologics. Els ratolins knockouts per proteines dels IF, com per exemple
periferines o a-intermexina no desenvolupen grans defectes de desenvolupament o
la malaltia de la MN (Rao et al., 1998, Elder et al., 1998, 1999). Tot i aixo,
deficiencies en IF no sén totalment inndcues. La reduccié del calibre dels axons
mielinitzats sense la proteina L de neurofilament (NF-L) esta acompanyada per una
reduccié dels 50% de la velocitat de conduccidé (Kriz et al., 2000), una condicié que
podria ser fatal per un gran nombre d’espécies animals.

En el ratoli knockout per periferina, el nombre i calibre d’axons sensorials i motors
en les arrels de L5 no varia, pero hi ha una reduccié substancial d’'un 34% en el
nombre d’axons sensorials no mielinitzats, demostrant els requeriments de
periferina pel bon desenvolupament de les neurones sensorials (Lariviere et al.,
2003).

La sobreexpressio en ratolins de qualsevol de les tres subunitats de neurofilament
pot provocar I'acumulacié de neurofilament en l'interior dels cossos cel-lulars (Cote
et al., 1993). Per exemple, una gran expressié de proteines NF-H humanes causa
una acumulacié de neurofilament pericarial. L'acimul de neurofilament en els
cossos cel-lulars porta com a conseqliencia una atrofia dels axons motors i
conductivitats axonals alterades, pero0 sense mort neuronal. Sorprenentment, la
sobreexpressid de NF-L en ratolins transgénics per NF-H redueix els acumuls
pericarials i rescata de la disfuncid de la MN, demostrant la importancia de
I’equilibri entre subunitats pel bon ensemblatge i transport dels neurofilaments
(Meier et al., 1999, Kriz et al., 2000).
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Ratolins expressors de NF-L mutada, amb una expressié del 50% de proteina NF-L
endogena, experimenten a les 4 setmanes de vida una massiva pérdua de MNs. No
obstant, els mecanismes exactes de toxicitat de la NF-L mutada son desconeguts
encara (Lee et al., 1994).

La sobreexpressié de periferina wild type en ratolins causa una selectiva pérdua de
MNs durant I'envelliment en aquests animals (Beaulieu et al., 1999). L'inici de la
mort neuronal s'avanca per l'abséncia de NF-L, com ho demostren els creuaments
de ratolins transgenics per periferina amb ratolins knockout per NF-L. Aix0 podria
estar relacionat amb el fet que en la ELA hi ha una reduccid dels nivells de mRNA
de NF-L en MNs afectades. A més aix0 induiria a la formacié d’inclusions de IF
pericarials i axonals, semblants als esferoides en MNs de la ELA humana (Wong et
al., 2000).

La toxicitat de la sobreexpressié de periferina en ratolins podria estar relacionada
amb la localitzacié axonal dels agregats de IF. Aix0 esta recolzat pel rescat de la
mort de MNs per la sobreexpressio del transgen de NF-H (Bealieu et al., 2003). Una
explicacioé seria que aquest aciumul de periferina redueix la formacié d’acimuls de
IF axonals. Altres mecanismes podrien contribuir a la toxicitat de la sobreexpressio
de periferina. En estudis in vitro s’ha demostrat que les neurones dels ganglis
d’arrels dorsals (Dorsal Root Ganglion, DRG) d’embrions de ratolins transgénics
moren quan es desenvolupen en un medi ric en microglia activada (Robertson et
al., 2001), suggerint que els agregats de periferina poden predisposar les neurones
als efectes d’'un ambient proinflamatori. Per investigar el paper de la periferina en la
malaltia causada per mutacions de la SOD1 es van generar ratolins transgénics
SOD1%3"R sense periferina o sobreexpressors de la mateixa (Lariviére et al., 2003).
L’'excés o el defecte de periferina no afecta l'inici i la progressié de la malaltia en
aquest tipus de ratolins. Aix0 podria fer arribar a la conclusié que la periferina no
seria un element clau que contribuiria en la degeneraci®é de motoenurones
associada a la toxicitat de la SOD1 mutada. Tot i aix0, cal tenir en compte el baix
percentatge que les mutacions de la SOD1 representen en el global de la ELA, i
podria ser possible que la periferina contribuis a la degeneracié de MNs en casos
d’ELA amb altres etiologies.

El descobriment de fenomens d’splicing alternatiu en periferina que resultaria toxica
(Robertson et al., 2003) i de mutacions en el gen de periferina en un cas d’ELA

humana (Gros-Louis et al., 2004) recolzarien aquesta idea.
1.5.3 Ratolins amb defectes en el transport de microtubuls

La creacié de ratolins heterozigots pel gen de la kinesina KIF 1B demostra que

defectes en el transport axonal poden provocar neurodegeneracié. Aquests ratolins
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mostren defectes en el transport de precursors sinaptics de vesicules, i pateixen
una progressiva debilitat muscular similar a neuropaties humanes. Aquest
descobriment va portar a la identificacid d’'una mutacié amb pérdua de funcionalitat
en el domini motor del gen KIF 1B en malalts de Charcot-Marie-Tooth tipus 2A
(Zhao et al., 2001).

La dineina és una molécula motora involucrada en el transport axonal retrograd
d’organuls a través de microtubuls. L'activitat de la dineina requereix |'associacio
amb dinactina, un complex multiproteic que activa la funci6 motora de la dineina.
La sobreexpressio de la subunitat p50 de la dinactina, la dinamitina, desfa el
complex dineina-dinactina i inhibeix la seva activitat motora. S’ha demostrat que
ratolins transgénics sobreexpressors de dinamitina desenvolupen una malaltia de la
MN semblant a la ELA (LaMonte et al., 2002). Altres ratolins mutants anomenats
Loa (Legs and odd angles) i Cral (crampingl), aconseguits per mutagénesis amb
N-etil-N-nitrosourea, porten mutacions sense sentit en el gen de la cadena pesada
de la dineina (Hafezparast et al., 2003). Aquests ratolins heterozigots desenvolupen

una malaltia de la MN deguda al mal funcionament del transport retrograd.

Tau és una proteina associada a |'estabilitat dels microtUbuls. Existeixen 6
isoformes derivades d’un Unic gen via splicing alternatiu del transcrit primari.
Anormalitats en aquesta proteina en humans es coneixen com a taupaties, i s’hi
inclouen malalties com Alzheimer o la malaltia de la MN associada a deméncia i
parkinsonisme de la illa de Guam. Ratolins transgénics sobreexpressors de la
isoforma més curta de la tau desenvolupen degeneracié axonal en neurones
espinals i debilitat motora (Ishihara et al., 1999). Aquests ratolins transgenics es
caracteritzen per la preséncia d’agregats filamentosos de proteina tau
hiperfosforilada, no només en el cortex i tronc de I’'encéfal, sind també en neurones
espinals (Trojanowski et al., 2002). Les inclusions contenen filaments tau-positius
de 10 a 20 mm de llargada. També s’ha detectat gliosis en la medul-la espinal amb
degeneracié d’axons en les arrels ventrals. Els neurofilaments estan associats a
aquests agregats, demostrant que anormalitats en la proteina tau poden afectar
directament els neurofilaments. Creuaments amb ratolins transgénics per la tau
amb knockouts per NF-L mostren un alleujament de la malaltia ocasionada per la

tau relacionada amb un menor contingut de neurofilament (Ishihara et al., 2001).
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1.5.4 Ratolins knockout per ALS2

Al 2001, Hadano et al., van publicar una delecié en un nou gen anomenat ALS2 en
pacients joves malalts d’'una forma autosomica recessiva d’ELA. El gen ALS2
s’'expressa ubiquament, i codifica per una proteina amb dominis homolegs a GEF
(Guanine nucleotide Exchange Factor), que se sap que activen petites GTPases
pertanyents a la familia Ras. Els dominis RCC-like, DH/PH i VPS9 sén GEF per
petites GTPases com Ran (Ras-related nuclear), Rho ( Ras homologuos member) i
Rab5 (Ras related in brain 5) respectivament. Ratolins knockout per ALS2 han estat
generats (Cai et al., 2005, Hadano et al., 2006), mostrant que I'abséncia de Als2 no
produeix alteracions severes en ratolins. No obstant, els estudis realitzats per Cai et
al., 2005 demostren que aquest ratoli desenvolupa deéficits en coordinacié motora
edat-depenent, i els cultius primaris, les MNs sense Als2 s6n més susceptibles a
I'estrés oxidatiu. El grup de Hadano han demostrat que aquests ratolins mostren
una pérdua progressiva de cél-lules de Purkinje cerebel-lars, una reduccié dels
axons motors ventrals durant I'envelliment, astrogliosis i déficits en el transport
endosomal.

El knockout generat per Julien (Gros-Louis et al., 2008) mostra una degeneracid
motora mitjana, determinada pel test Rotarod. Aixi, la microscopia electronica
revela canvis patologics, com la presencia d’axons degenerants en tractes

corticoespinals.

1.5.5 Ratolins amb alteracions en I'element de resposta a la hipoxia.

VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) és wuna citokina crucial per
I’'angiogénesis. El transtorn dirigit en ratolins VEGF&/§ en I'element de resposta a la
hipoxia en el gen de VEGF comporta déficits motors els 5-7 mesos d’edat, amb
canvis semblants a la ELA com acimuls de neurofilaments en neurones motores del
tronc de I'encefal i medul-la espinal (Oosthuyse et al., 2001). El mecanisme de la
malaltia encara no esta clar, perd s’ha suggerit que una insuficiéncia vascular
cronica i la perdua de la neuroproteccié per VEGF podria resultar en la degeneracio
de les MNs. Els ratolins fruit del creuament de ratolins SOD1%%*# amb VEGF3/5
moren aviat degut a una degeneracié motora severa (Lambrechts et al., 2003) i a
més hi ha una evidéncia de desregulacié en la resposta a la hipoxia en malalts amb
ELA (Moreau et al., 2006).

1.6 Els receptors purineérgics.

La primera vegada que es va proposar I’ATP com a responsable de la transmissid
noradreneérgica va ser al 1972 per Burnstock. Al principi hi va existir una resisténcia

a creure el fet que I’ATP podia jugar un paper important en processos bioquimics, i
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que podia ser utilitzat com a missatger extracel-lular; el concepte de transmissio
purinérgica porta implicit I’'existéncia de receptors postsinaptics. Els receptors
purinérgics van ser definits per primera vegada al 1976 per Burnstock. Dos anys
més tard van ser definides les bases per distingir els dos tipus de purinoreceptors,
identificats com a P1 i P2 (per adenosina i per ATP/ADP respectivament). Una mica
després, dos subtipus de receptors P1 van ser definits (van Calker et al., 1979),
perd no va ser fins al 1985 quan es va proposar una base farmacoldgica per
distingir els dos tipus de receptors P2 (P2X i P2Y) (Burnstock i Kennedy, 1985). Al
1994 Abbracchio i Burnstock, en la base de |'estructura molecular i els mecanismes
de transduccid, van proposar que els receptors purinergics podrien pertanyer a dos
families majors: la familia P2X lligada a canals ionics i la familia P2Y lligada a
proteines G (Figura 2). Aquesta nomenclatura ha estat adoptada arreu i s’han
definit 7 tipus de receptors P2X i 8 tipus de receptors P2Y, on s‘inclouen receptors
sensibles tan a pirimidines com a purines (Ralevic et al., 1998, North et al., 2002).
S’ha comprovat que la senyalitzacié purinérgica és un sistema primitiu involucrat en
mecanismes neuronals i no-neuronals, incloent secrecié endocrina i exocrina,
respostes immunes, inflamacid, agregacio plaquetaria i vasodilatacié (Burnstock et
al., 2004). La proliferacid, la diferenciacié i la mort cel-lular que tenen lloc durant el
desenvolupament i regeneracié també estan regulades per receptors purinérgics
(Abbracchio i Burnstock, 1998).

Els primers cDNAs codificants per P2X van ser aillats al 1994. Els membres de la
familia de receptors ionotropics P2X;.; mostren una subunitat amb motius
consensuats de protein-kinases, dos de regions transmembrana (TM1 i TM2) amb
varies lisines conservades, un loop extracel-lular amb 10 cisteines conservades
formant una seérie de ponts disulfur, una regié hidrofobica H5 i un lloc d’unié a ATP,
que pot incloure les regions del loop extracel-lular adjacent a TM1 i TM2 (Figura 3).
Els receptors P2X;.; mostren del 30-50% d’'identitat en la seqiéncia peptidica
(North et al., 2002, Stojilkovich et al., 2005). Per l'estequiometria d’'aquests
receptors, es creu que involucren tres subunitats, que formen trimers o hexamers
de trimers units. Es creu també que 3 molécules d’ATP es poden unir als dominis
extracel-lulars (North et al., 2002).

La llargada dels receptors pot variar de 384 aminoacids per P2X, a 595 aminoacids
per P2X; (Roberts et al., 2006). Tots tenen dues regions hidrofobiques i tots tenen
seqliencies consens per N-glicosilacid. Existeixen 7 gens per les subunitats de P2X.
Per P2X, i P2X; els gens estan localitzats a prop de |'extrem del brac llarg del
cromosoma 12 (North et al., 2002), i son els receptors més semblants pel que fa la
seqliencia d’aminoacids. Totes les proteines tenen de 11 a 13 exons, i totes

comparteixen una estructura comuna, amb les limits exé-intré ben definits.
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Figura 2: Receptors d'adenosina i ATP extracel-lular de membrana. A. La familia de
receptors P1 per adenosina extracel-lular sén proteines tipus G associades a
receptors. B. La familia P2X esta associada a canals ionics. C. La familia P2Y sén

proteines tipus G associades a receptors (de Burnstock et al., 2007).

En invertebrats no hi ha constancia de seqliencies homologues, malgrat existeix
I'evidéncia funcional que I'’ATP extracel-lular i altres nucleotids actuen en canals
ionics en invertebrats (Roberts et al., 2006).

Se sap que els receptors P2X estan ampliament expressats en el sistema nervids,
tant en neurones com en glia (North et al., 2002), i tant P2X, com P2X; s’han
localitzat en sinapsis excitadores en cervell (Rubio et al., 2001), en regions on el
receptor AMPA es troba en baixa densitat.

Aquests receptors tenen un paper important en la inflamacio, descobert arran que
I’ATP estava relacionat en el processament de citokines pro-inflamatories,

particularment interleukina 1 i interleukina 6, ja que els macrofags del ratoli
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deficient per P2X; no produeixen interleukinalb en resposta a ATP (Solle et al.,

2001)
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Figura 3: Estructura dels receptors P2X (de Khakh et al., 2006).

La farmacologia dels subtipus de receptors P2X recombinants expressats en oocits

o altres tipus cel-lulars sovint és diferent de la farmacologia d’aquests receptors en

condicions naturals (Gever et al., 2006). Molts factors poden contribuir en aquestes

diferéncies. Primer, els heteromultimers i els homomultimers estan involucrats en

la formacié del canal (Nicke et al., 1998). Per exemple, els heteromultimers estan
clarament establerts per P2X,3, P2Xisn, P2Xys, P2Xy6, P2X4s6, | per P2Xy. Els

receptors P2X; no formen heteromultimers. Segon, variants d’splicing de P2X poden

jugar papers importants, com una variant de P2X,; que no és funcional per si sola,

pot potenciar 'accié de I'’ATP (Townsend-Nicholson et al., 1999).
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1.6.1. P2X,.

Els receptors P2X son ampliament expressats, no només en sistema nervids, sind
en molts altres tipus cel-lulars. P2X, s’ha trobat en molts teixits, i el seu paper en
epitelis i endotelis ha portat un interés particular. En epitelis hi ha molts d’aquests
receptors, com en glandules salivals i en I'epiteli bronquiolar. En els bronquiols, els
receptors semblen tenir el paper de manteniment del moviment dels cilis que
mouen la capa mucosa (Ma et al., 2006).

El primer fenotip descrit pel ratoli knockout per P2X, va ser I'increment de la pressio
sanguinia. En I'epiteli vascular, I'elevacid del calci intracel-lular és degut a I'entrada
de calci via receptor P2X,. En abséncia de P2X,, s’obté menys oOxid nitric i la
vasodilatacid normal evocada per increment de flux sanguini és menor. El ratoli
knockout té una pressié sanguinia més alta que els animals control, i no mostra cap
adaptacié com a resposta a aquesta disfuncié en la pressio de la sang (Yamamoto
et al., 2006).

1.7 Perspectives terapéutiques
1.7.1 Farmacs

De moment no existeix cap tractament farmacologic efectiu per la ELA (Jackson et
al., 2002). El riluzol, un antagonista del glutamat, és I'Unic medicament aprovat pel
tractament de la ELA. El tractament va ser aprovat als Estats Units al 1995 després
de dos assajos clinics independents que augmentaven modestament I'esperanca de
vida en malalts d’ELA (Bensimon et al., 1994, Lacombez et al., 1996).
Malauradament, aquests malalts no mostraven enlentiment en la progressiva
pérdua de forca ni millora de la funcid muscular. Malgrat la seva eficacia limitada,
els resultats amb riluzol donaven suport a la hipotesis del component excitotoxic
per glutamat en les rutes de mort cel-lular en la ELA. En ratolins transgenics
SOD1%%3*, el riluzol és capa¢ d’augmentar I'esperanca de vida entre 10 i 15 dies,

sense afectar l'inici de la malaltia (Gurney et al., 1998).

Des de fa dues décades hi ha hagut un gran nombre de proves i test en milers de
pacients d’ELA. Molts s’han basat en l'eficacia en models animals, que mostren
algunes de les caracteristiques de la ELA humana, i molts han obtingut resultats
negatius en l'assaig huma. Aix0 inclou assajos amb BDNF (Kasarkis et al., 1999),
amb CNTF (Akbar et al., 1997) o IGF1 (Borasio et al., 1998).
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Altres medicaments testats han tingut només un efecte més aviat modest en
models animals, com per exemple la vitamina E o la Gabapentina (Gurney et al.,
1996). S’ha comprovat també que la injeccid intra cerebroventricular de N-
Benziloxilcarbonil-Val-Ala-Asp-Fluorometilketona (zVAD-fmk) en ratolins

1993A qugmenta la neuroproteccid, augmentant I'esperanca de vida

transgenics SOD
d’aquests ratolins uns 27 dies (Li et al., 2000). El tractament amb Celecoxib s’ha
trobat que retrassa l'inici de la debilitat muscular i pérdua de pes, allargant la
supervivéncia un 25%. Aquesta droga és un inhibidor de la Ciclooxigenasa 2 (Cox-
2), un enzim que juga un important paper en el procés inflamatori i en la produccid
de prostaglandines, que poden estimular l'alliberament de glutamat per part dels
astrocits (Drachman et al., 2002). La minociclina, una tetraciclina de segona
generacid amb propietats antiinflamatories, incrementa la supervivéncia en dos
ratolins transgénics diferents, utilitzant pautes d’administracié diferents (Kriz et al.,
2002, Van den Bosch et al., 2002). La minociclina podria conferir neuroproteccio
mitjancant diverses rutes, reduint l'activacid microglial, caspasa-1, caspasa-3,
iNOS, p38 MAP kinasa i l'alliberaci6 de citocrom C en mitocondries. A més,
I'addiccié de riluzol i nimodipina encara augmenten més la supervivéencia de la
minociclina (Kriz et al., 2003). Un altre antibiotic, el B-lactamic ceftriaxone,
confereix certa protecci6 en models animals d’ELA, presumiblement a través de
I'elevacid de l'expressié del transportador de glutamat EAAT2 (Rothstein et al.,

2005). Una elevacié de EAAT2 podria atenuar la neurotoxicitat per glutamat.

Aquestes i altres drogues que s’han testat préviament amb models animals
actualment s’estan testant amb estudis clinics realitzats en humans amb ELA
(Traynor et al., 2006), amb resultats en alguns casos prou esperancadors. Tot i
aix0, cal tenir en compte que els resultats obtinguts amb models animals no
sempre es reprodueixen en humans, com és el cas de la creatina, que en ratolins
transgenics, administrada amb l'aigua, allarga la seva longevitat (Klivenyi et al.,

1999), pero que no té efectes en pacients humans d’ELA (Groenevelt et al., 2003).

Un exemple de nous medicaments a testar és el tamoxifen. El tamoxifen és un
inhibidor de la protein kinasa C, d'Us comuU en quimioterapia contra el cancer de
mama. A partir de I'observacié d’'una pacient amb ELA que desenvolupa a més un
cancer de mama, el tractament del qual amb tamoxifen produi una millora clinica
en la seva forga muscular, s’han desenvolupat assajos clinics amb aquest farmac

per validar la possible aplicacié generalitzada en la ELA (Traynor et al., 2006).

Aixi, els resultats en animals s’han d’interpretar amb precaucié. Cal tenir en compte

factors com ara les farmacocinétiques, les vies d’administracié dels medicaments i
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el seu temps d’administracié. També cal tenir en compte que aquests models

animals representarien només el 2% del total de casos d’ELA humana.

1.7.2 Factors neurotrofics i terapia génica

Els factors neurotrofics (FNTs) sén proteines que tenen la propietat d’afavorir la
supervivéncia de determinats tipus neuronals, i a més, en alguns casos promouen
també la regeneracié axonal o la diferenciacié durant I'embriogénesis. A partir del
descobriment del nerve growth factor (o NGF, primer factor neurotrofic, identificat
per Rita Levi Montalcini i Stanlei Cohen al 1956 , fet pel qual van rebre el Premi
Nobel de Medicina al 1986) i especialment en les Ultimes décades, s’han identificat
molts altres FNTs, cada un amb caracteristiques propies en quant a especificitat
d’accidé sobre els diferents tipus neuronals. Per exemple, el NGF té una important
accid promotora de la supervivéncia de neurones del sistema nervids periféeric
sensorial i simpatic. Els FNTs es troben normalment en petites quantitats en
diversos teixits de I'organisme, tot i que poden obtenir-se en quantitats notables en
forma recombinant per processos biotecnologics. Els factors que es mostren actius
promovent la supervivencia de MNs han despertat, logicament, l'interés en el
context de la ELA. Entre ells cal destacar el ciliari-derived neurotrophic factor o
CNTF, la cardiotrophin 1 o CT-1, el glial cell-derived neurotrophic factor o GDNF, el
insulin-like growth factor o 1GF-1 i el vascular endotelial cell growth factor o VEGF.
L's dels factors neurotrofics com agents terapeutics en malalties
neurodegeneratives planteja el problema de la seva administracid, ja que sén
productes que deuen actuar sobre les neurones a través de receptors especifics i no
poden travessar la barrera hematoencefalica. Per tal de fer arribar aquests factors a
la seva diana cal injectar-los directament en el liquid cefaloraquidi, a l'interior de les
cavitats ventriculars del cervell, o per via intratecal, per infusi6 a través d’un
catéter i una bomba. Una alternativa a aquest procediment és la implantacio
intracerebral de ceél-lules manipulades genéticament amb l'objectiu que secretin
FNTs, aconseguint aixi una font més permanent d’aquests factors en les arees
afectades. D’altra banda, les MNs situades a la medul-la espinal, que projecten els
axons cap a musculs, podrien ser diana de la injeccid intramuscular de FNTs, ja que
aquests podrien ser captats pels terminals neuromusculars i transportats
retrogradament al cos cel-lular de les MNs espinals. Una altra estratégia seria
aconseguir la sintesis d’un factor neurotrofic en la propia MN, que hauria estat
transfectada per un vector viral adequat, injectat al muscul. Totes aquestes
possibilitats han estat ja testades experimentalment (Miller et al., 2006) i, malgrat

les primeres decepcions pel que fa el IGF1 (Borasio et al., 1998), BDNF (BDNF
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StudyGroup, 1999) o CNTF (ALS CNTF Treatment StudyGroup, 1996) després s’han
aconseguit resultats satisfactoris, com en el cas de la injeccid intramuscular
d’adenovirus com vectors d’expressido de IGF-1 (Kaspar et al., 2003) o la injeccio
intratecal (Nagano et al., 2005). Un altre factor que ha despertat gran interes és el
VEGF. Aquest és un element crucial en el control del creixement dels vasos
sanguinis, encara que també s’ha descrit l'accié trofica sobre les MNs, cosa
important respecte les implicacions en la ELA (Wang et al., 2007). Primerament cal
dir que s’han identificat polimorfismes en la regié promotora del gen del VEGF que
constitueixen un factor de risc de patir ELA (Chen et al., 2007).

L'administracié de vectors virals expressors de VEGF incrementa en un 30%
I'expectativa de vida de ratolins amb ELA (Azzouz et al., 2004, Lambrechts et al.,
2006) perd el més interessant és que la infusid intracerebroventricular de VEGF
recombinant en rata ha millorat també I’'expectativa de vida i els sintomes dels

animals transgénics (Storkebaum et al., 2004).

El GDNF esta descrit com un dels factors més potents per la supervivéncia
neuronal. Quan aquest és expressat en astrocits, la mort cel-lular programada
(PCD) es redueix durant el periode embrionari, a més de promoure la supervivéncia
neuronal post-axotomia (Zhao et al.,2004). També s’ha vist que adenovirus que
expressen GDNF prevenen de mort neuronal i allarguen |'esperanca de vida de
ratolins transgénics SOD1%°3* (Wang et al., 2002). Malgrat tot, Guillot et al. (2004)
han demostrat que una forta expressié de GDNF mediada per lentivirus en la zona

lumbar no té efecte en MNs espinals malaltes.

1.7.3 Terapia génica

Amb el descobriment de que la mutacid a la proteina SOD1 comportava una
propietat toxica de la proteina (Reaume et al., 1996), les estrategies per limitar el
producte génic mutant sén una eina terapeutica a tenir en compte. Hi ha dues
estrategies: RNA silencing (si RNA) i l'utilitzacié d’oligonucledtids sense sentit. Els
experiments utilitzant siRNA codificat en lentivirus i injectat en muscul de ratolins
transgénics joves SOD1%%3** han augmentat I'edat d’inici de la malaltia en 108 dies i
la seva esperanca de vida en 99 dies (Ralph et al., 2005). Tot i aixd, amb aquesta
eina la malaltia no es aturada completament, segurament pel fet que el
silenciament pot arribar a les MNs, via transport retrograd, perd no a altres cel-lules

del sistema nervids central.

La injeccid viral directa en la medul-la espinal i I'Us del RNA d’interferéncia, dirigida
a les MNs i les cél-lules veines, retrassa la seva degeneracid en models animals,

pero no esta determinat si afecta la progressié de la malaltia (Raoul et al., 2006).
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Els vectors virals actuals no presenten cap tipus de mecanismes per modular la
dosis i la continuitat de la terapia, a més de la problematica de tenir com a diana

grans arees del SNC.

L'altra alternativa seria I'administracié d’oligonucledtics en el SNC, de petites
seqiéncies de nucleodtids (15-25) que s’‘unirien a mRNA de forma seqliéncia-
especifica. EI RNA com a heterodlplex seria substrat a degradacid catalitica i
intranuclear per RNAases endogenes. Aquesta premisa ha estat utilitzada amb éexit
mitjancant injeccid intraventricular en rosegadors i en primats per Smith et al.,

(2006), donant un punt de referéncia a la terapia amb humans.

Aguests estudis estableixen que I'administracié d’oligonucleodtids anti-sense pot ser
efectiva i dosis-regulable per tractar malalties neurodegeneratives com la ELA. A
més, la injeccio directa de duplex de siRNA aporta una possibilitat terapéutica
addicional, incloent la possibilitat de dirigir el mRNA cap a la forma mutada i no la
wildtype (Xia et al., 2006)

1.7.4 Cél-lules mare

La selectiva i edat-depenent mort de les MNs en la ELA ha fet d’aquesta malaltia
una candidata a utilitzar la substitucié de les cel-lules malmeses per cél-lules mare.
Les cel-lules mare sén cél-lules totipotencials aillades de teixits embrionaris o també
adults que, adequadament tractades, poden diferenciar-se en virtualment qualsevol
tipus cel-lular adult, obrint aixi una nova forma de terapia cel-lular regenerativa en
la que les cel-lules malmeses son potencialment substituides per noves cél-lules
(Nayak et al., 2006). Tot i aix0, s'originen problemes étics perquée la font essencial
de les cél-lules mare més potents sén embrions humans (Cibelli, 2007). Els
embrions produits per fecundacié in vitro (FIV) o provinents d’avortaments van ser
la primera font per investigacions sobre cél-lules mare humanes.

Les estratégies utilitzades amb ratolins SOD1%%* serien: a. Cél-lules mare humanes
injertades en la medul-la espinal (Yan et al., 2006). b. Cel-lules humanes de cordd
umbilical transfusionades a la circulacio sistémica (Garbuzova-Davis et al., 2003).
c. transplantament de cél-lules de medul-la ossia (Corti et al., 2004).

Una altra idea és l'estimulacié del conjunt de cél-lules mare endogenes per tal de
substituir les MNs degenerants. En ratolins SOD1%%*# s’ha observat un increment de
proliferacié de cél-lules neurals precursores, de la migracié i neurogénesis en la
regié lumbar de la medul-la espinal en resposta a la degeneracié de MNs (Chi et al.,
2006). Recentment s’ha aconseguit la diferenciacié in vitro de cel-lules mare

1 L144F

induides provinents d'una pacient amb ELA familiar amb mutacié a la SOD a
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MN, obrint encara més portes a la recerca de terapies utilitzant aquesta troballa
com a nou model d’experimentacié (Dimos et al., 2008).

Existeixen resultats experimentals que indiquen que les cél-lules mare de medul-la
ossia tenen efectes neuroprotectors, augmentant I'esperanca de vida i disminuint
les afectacions motores de ratolins transgénics per la hSOD1 (Huang et al., 2006).
També s’ha demostrat com les cél-lules mare tenen efectes neuroprotectors sobre
la excitotoxicitat mediada per glutamat en MNs en cultiu i, una vegada implantades
en el nervi periféeric poden prevenir in vivo la mort de MNs induida per lesi6 del
nervi periferic (Llado et al., 2004).

Experiments on s’han utilitzat models de mort aguda de MNs mostren que implants
de cél-lules mare dins la medul-la espinal poden produir axons funcionals que
inervin muscul (Gao et al., 2005; Deshpande et al., 2006; Xu et al., 2006). Les
condicions de diferenciacié alterades produirien un gran nombre de MNs derivades
de les cél-lules mare, i es generarien altres tipus de conexions a més de les unions

neuromusculars (Desphande et al., 2006).

El fet que les segones MNs tinguin el seu cossos cel-lulars repartits al llarg de tota
la medul-la espinal implicaria pel tractament multiples injeccions espinals en tots
els nivells. Aixi, encara que els problemes d’inhibicié de creixement axonal en el
SNC se superessin, el re-creixement i correcta unié dels llargs axons amb la seva
diana requeririen com a minim un any assumint la maxima velocitat de creixement

axonal, observada en el desenvolupament postnatal.

Altres estudis assenyalen que cél-lules mare que han derivat en microglia,
funcionals, poden migrar selectivament dins el cervell perd no en teixits periférics
després d’un transplantament intravends. La supressid farmacologica de l'activacio
microglial derivada de cél-lules mare en models de ratolins transgénics d’ELA pot
retardar la progressiéo de la malaltia (Tsuchiya et al., 2005; Beers et al., 2006;
Boillee et al., 2006Db).

Amb el reconeixement de la contribucié a la toxicitat de cél-lules no-neuronals
(Boillée et al., 2006b, Clement et al., 2003), altres estrategies amb stem cells es

podrien utilitzar per substituir aquests precursors no-neuronals.
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1.7.5 Immunoterapia

Estudis realitzats per Moalem et al., (1999) han demostrat que la recuperacié de
neurones danyades del SNC requereixen |'activitat de cel-lules del Sistema Immune
contra proteines emmagatzemades dins d‘aquestes neurones, introduint aixi el

terme d’autoimmunitat protectiva (Schwartz et al., 1999).

Aixi, la potenciacié de I'autoimmunitat és una candidata pel que fa les terapies de
les malalties neurodegeneratives. S’ha comprovat I'efectivitat de vacunes
protectores contra condicions degenerants en models animals (Kipnis et al., 2000).
Un agonista capag¢ d’activar cel-lules T autoreactives podria proporcionar una
terapia per varies malalties neurodegeneratives. L'acetat glatiramer, o copolimer-1
(Copaxone®, Cop-1) és un clar candidat. Aquesta substancia, administrada

diariament, és un tractament utilitzat per I'esclerosi multiple (Sela et al., 1999).

Una sola immunitzacié amb Cop-1 s’ha vist que evoca resposta de les cél-lules T.
Aguestes cel-lules son atretes per certs antigens de llocs danyats del SNC, resultant
en la produccié6 de citokines i de factors de creixement perd0 no en la seva
proliferacié. El Cop-1 pot passar les barreres especifiques i potenciar la
superviveéncia neuronal en diferents models animals de degeneracié del SNC (Schori
et al., 2001).

Resultats positius també han estat trobats per Avidan et al., 2004, que utilitzant un
model de lesié intraocular per injeccié de proteina B-amieloide han trobat que la
vacunacio amb Cop-1 produeix una activacid de la microglia via activacio de

cél-lules T, beneficiosa per reduir la pérdua de neuronal ocular.

En models animals transgeénics s’ha comprovat l'efectivitat de la immunoterapia.
S’ha comprovat que en ratolins transgénics SOD1°”3R s’allarga I'esperanca de vida
immunitzant repetidament amb anticossos anti SOD1 mutada abans de l'aparicid
dels simptomes. No passa aixd amb ratolins SOD1%%**, perd en aquest cas, fent
immunitzacié passiva mitjancant injeccidé intraventricular, es poden alleujar els

simptomes i allargar també I’'esperanca de vida (Urushitani et al., 2007).

Pel que fa el tractament de la ELA, trobem que alguns resultats obtinguts sén
bastant satisfactoris, tot i que alguns altres resultats mostren el contrari. Un
exemple és l'estudi realitzat per Angelov et al. (2003) amb Cop-1 on s'ha
comprovat que protegeix neurones degenerants degut a estimuls aguts i cronics.
Cop-1 allarga l'esperanca de vida en ratolins transgénics SOD1%%3* i millora les
capacitats motores, probablement potenciant la resposta immunitaria local per tal

de destruir els elements associats amb la mort neuronal.
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Aquests resultats, malgrat tot, no han estat reproduits per Haenggeli et al., (2007),
ja que han trobat que, administrant diferents dosis d’aquest polimer a ratolins

mSOD®%3* j 73R |3 malaltia continua el seu procés.

1.8 Semaforines

En aquest treball s’han trobat evidéncies que en el serum de pacients amb ELA es
troben anticossos anti Semaforines. Les semaforines (o colapsines) sén molécules
secretades pel sistema nervids amb activitat quimiorepulsiva i de guia axonal
(Kolodkin et al., 1993, Kolodkin, 1996). Hi ha més de 20 tipus de semaforines
(Semaphorin Nomenclature Comittee, 1999) que s’han classificat en 8 grups en
base a la organitzacié dels seus dominis en I'estructura primaria i en el seu origen
en les espeécies. Les classes 1 i 2 sén semaforines d'invertebrats, de la 3 a la 7 sén
de vertebrats i la classe V es correspon a semaforines virals. La caracteristica de tot
el grup de semaforines és un domini particular d’aproximadament 500 aminoacids
en la part amino terminal, anomenat domini semaforina, que inclou varis blocs
conservats de 6 a 12 aminoacids (Nakamura et al., 2000). Aquestes seqliéncies
suggereixen que algunes semaforines sén secretades i altres son proteines
transmembrana amb un domini extracel-lular, i poden associar-se a diferents
elements transductors de senyals (Eckhardt et al., 1997). La dimeritzacid sembla
que és crucial per l'activitat biologica de les semaforines (Koppel et al., 1998, Wong
et al., 1999). Entre la calsse 3 de les semaforines, la Sema3A (o colapsina 1) ha
estat estudiada amb més detall. El grup 3 de semaforines se sintetitza
majoritariament com a precursors proteics inactius que requereixen processament
proteolitic. Els resultats del procés proteolitic resulten en diferents isoformes que
difereixen de la seva activitat repulsiva depenent del tall realitzat per furin-
proteases. Si el tall es realitza a prop de I'extrem C-terminal s‘augmenta l'activitat
repulsiva de Sema3A, pero si el tall es produeix dins el domini Sema, la seva
activitat queda inhibida (Adams et al., 1997). Ben coneguts son els experiments de
Raper i Kapfhammer (1990) on van assajar el colapse de conus de creixement en
embrié de pollastre. Sema3A és un potent inhibidor dels creixement axonal del
gangli raquidi (dorsal root ganglion, DRG) embrionic (Luo et al., 1993), ganglis
simpatics (Koppel et al., 1997) i de MNs espinals (Varela-Echavarria et al., 1997).
In vitro, Sema3A repel-leix axons hipocampals (Chetodal et al., 1998) i projeccions
axonals corticals (Polleux et al., 1998). Amb experiments amb ratolins Sema3A2/2,
ratolins mutants sense Sema3A, s’ha observat |’'abséncia d’anomalies, suggerint
que la guia de les neurones és controlada per altres molécules (Catalano et al.,
1998).
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La neuropilina-1 (Np-1) va ser identificada com el receptor de Sema3A (He and
Tessier-Lavigne, 1997). Es tracta d’una proteina trans-membrana amb multiples
dominis que actua com a receptor de Sema3A, Sema3B, Sema3C, Sema3D,
Sema3E i Sema 3F, mentre que el receptor Neuroplilina-2 s’uneix a Sema3B,
Sema3C i Sema 3F (Chen et al., 1998). La inhibici6 de Np-1 i Np-2 bloqueja la
repulsid induida per Sema 3A (Chen et al., 1998). L'expressido de Neuropilina-1 no
es limita al Sistema Nervids; s’ha trobat en el mesémquima que envolta els vasos

sanguinis, actuant com a coreceptor de VEGF (Soker et al., 1998).

Les plexines son una familia de proteines trans-membrana amb un domini
citoplasmatic altament conservat. En mamifers es troben 9 gens de pelxines que es
classifiquen en 4 grups diferents (de A a D) (Tamagnone et al., 1999). En l'extrem
amino terminal contenen un domini Sema. En vertebrats les plexines estan
relacionades amb processos de desenvolupament del SNC i de nervis periférics
(Cheng et al., 2001). Tant les Np com les plexines, en preséncia de Sema3A,
s’organitzen formant clusters necessaris per la transduccid de la senyalitzacio
(Lemmon et al., 1994).
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2. MATERIAL I METODES

2.0 Animals i anestesia

Els animals utilitzats en els experiments van ser rates mascles i femelles de la soca
Sprague-Dawley i ratolins mascles i femelles de la soca C57BL/6].

Les rates transgeniques es van obtenir de Taconic Farms (Germantown, NY, USA),
0 es va inserir un NTac: SD-TgN (SOD1%%%*). Les rates control (Wild-type) Sprague-
Dawley del mateix fons genétic van ser obtingudes també de Taconic Farms. Els
ratolins van ser obtinguts de Jackson Laboratories (Maine, USA). Des de la seva
arribada, els animals es van mantenir en un estricte control ambiental.

Per tots els experiments es van seguir els protocols apropiats (Generalitat de
Catalunya DOGC 2073, 1995) evitant al maxim el patiment dels animals.

Per técniques immunocitoquimiques els animals rosegadors van ser anestesiats
amb pentobarbital i perfosos intracardiacament amb serum sali fisiologic (NaCl
0.9%) seguit de paraformaldeid al 4% en 0.1M Tampd fosfat (phosphate buffer
(PB)) a pH 7.4. Per tal d’aconseguir una bona preservacié del teixit, els animals van
ser sacrificats utilitzant la guillotina. Seguidament els teixits a analitzar van ser
rapidament dissecats, submergits en nitrogen liquid i emmagatzemats a -80°C.

Pel que fa els embrions de pollastre, ous fertilitzats (provinents de SADA, Lleida)
van ser incubats al laboratori a 37,5°C i 45% d’humitat relativa. Els embrions van
ser estadiats d’acord amb Hamburguer i Hamilton, 1951. Mitjangant una finestra
oberta a la closca, directament sobre la membrana corioalantoidea, els diferents
tractaments van ser administrats del dia embrionari (E) 5 fins a E9 del
desenvolupament. Els embrions van ser sacrificats a E10.

El curs temporal de la progressid de la malaltia que desenvolupen els animals pot
tenir petites variacions entre animals, pero, generalment, una vegada s'inicien els
primer simptomes, la progressido de la malaltia és relativament rapida, causant la

mort de I'animal, com a molt, als 5 mesos d’edat.

2.1 Preparacio dels sérums

En un inici es van rebre 11 sérums diferents de pacients diagnosticats de diferents
malalties neurodegeneratives. Els serums van ser cedits per la Dra. Isabel Illa, del
Servei de Neurologia de [|'Hospital Sant Pau de Barcelona. 5 dels sérums
corresponien a malalts d’ELA, 5 sérums eren de pacients amb Lower Motoneuron
Disease (LMD) i 1 sérum corresponia a un pacient amb Paralisis Bulbar Progressiva
(PBP). A més, es van rebre 8 serums controls de persones sense afectacions

neurologiques.
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Tots els sérums es van tractar amb un xoc térmic de 30 minuts a 56°C per tal
d’inactivar el sistema del complement i es van dialitzar amb membranes de dialisis
(D9527, Sigma) a 4°C durant 24 hores contra sérum fisiologic per tal d’eliminar les
molecules més petites de 12000Da.

Els sérums van ser aliquotats i emmagatzemats a -80°C pel seu Us posterior.

2.1.1 Separacié d'Immunoglobulines G dels sérums

El protocol que es va utilitzar va ser el recomanat pel kit GammaBind Plus
(Amersham. Ref. 17-0886-02)

-En un tub posar 8 ml de PBS i 2 ml de proteina G i agitar

-Centrifugar a 6000 rpm (revolucions per minut) i descartar el Sobrenadant (SN)
-Fer un altre rentat amb PBS

-Centrifugar i descartar SN

-Afegir 4 ml de PBS i 500 ul de sérum

-Agitar en brag rotatori 2h a RT

-Centrifugar i guardar SN (serum deplecionat de IgG)

-Fer tres rentats de la proteina G+IgG amb PBS

-Preparar un tub amb 1.5 ml de Tris 1M pH=8

-Al tub amb IgG+proteina afegir 2.5 ml de glicina 0.2M pH=2.5

-Agitar

-Centrifugar i afegir el SN (12 elucid) al tub amb el Tris 1M pH=8

-Tornar a afegir 2.5 ml de glicina 0.2 M pH=2.5 al pellet de prot. G

-Agitar

-Centrifugar i afegir 29 SN (22 elucid) al tub amb la 12 elucié i el Tris

-Dialitzar front PBS durant 1-2 dies fent 2 canvis cada dia

-Calcular la concentracioé de proteina.

2.2 Tractament d’embrions

Ous fertilitzats (provinents de SADA, Lleida) es van incubar al laboratori a 37.5°C i
45% d'humitat relativa amb una pauta de moviment suau. Els embrions van ser
estadiats d’acord a Hamburguer i Hamilton, 1951.

Els sérums patologics i els serums controls van ser injectats als embrions de
pollastre, mitjancant una finestra oberta a la closca, directament sobre Ia
membrana corioalantoidea de E5 fins a E9 del desenvolupament i els embrions van
ser sacrificats a E10. Durant tot aquest temps els ous van ser mantinguts a
I'incubador a 37.59C i 45% d’humitat relativa sense moviment. El volum de sérum
injectat va ser de 5 a 20 ul per ou. El mateix volum de serum fisiologic va ser

injectat a altres ous com a control intern.
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2.3 Recompte de MNs
Els embrions es van fixar amb solucié de Carnoy (60% etanol absolut, 30%
cloroform, 10% acid acétic) 24 hores i disseccionats amb etanol 70°. A partir
d’aqui, el protocol per la inclusié en parafina va ser:
- Eosina alcohodlica 1 hora
- Etanol 96° 2 hores
- Etanol 96° durant 24 hores
- Etanol 100° 2 hores
- Etanol 100° 2 hores
- Etanol 100° durant 24 hores
- 3 banys de xile, 1 hora/bany
- parafina 4-6 hores
- Muntatge de blocs de parafina
- Tall de les mostres a 8 um, a nivell de la medul-la lumbo-sacra (obtinguts
amb microtom Reichert-Jung)
- Muntatge dels tall sobre portaobjectes amb albumina de Mayer
Després es va procedir a la tincio amb tionina:
- Deixar assecar els portaobjectes a 60°C 1-2 dies
- Escalfar els portaobjectes 30 minuts a 60°C
- hidratacio:
3 banys de xile, 10 minuts/bany
2 banys d’etanol 1009, 5 minuts/bany
2 banys d’etanol 96°, 5 minuts/bany
1 bany d’etanol 60° 5 minuts
1 bany d'H20 destilada 10 minuts
- Tincié 25 minuts amb tionina (NaOH 1N, acid acetic 1N, tionina 0.5%)
- Rentar rapid amb H20 destil-lada
- deshidratacié:
etanol 70° 1 minut
etanol 96° 2 minut
etanol 100° 5 minut, 2 incubacions
- 1 bany amb xile, 10 minuts
- 1 bany amb xilé-eucaliptol (1:1), 10 minuts
- Muntatge amb DPX
Es van contar les MNs d‘una columna motora lateral lumbar (LMC) cada 20

seccions, d'acord amb els criteris de Clarke i Oppenheim, 1995.
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2.4 Visualitzacio de la innervacio intramuscular en whole mount
Els embrions van ser sacrificats i fixats amb solucié de Dent (Metanol/ DMSO 4:1) a
-209C durant 4 hores.
Es va dissecar el muscul Iliofibularis (IFIB). A partir d’aqui, la técnica utilitzada va
ser I'Immuno-whole mount staining, d’acord amb Calderdé et al., 1998:
- Blanqueig dels musculs amb 10% H202 amb fixador de Dent 1-2 dies a
temperatura ambient.
- Rehidratacié, amb successives incubacions amb 80, 50, 30 i 0% metanol,
fins PBS-0.25% Tritd.
- Blogueig en TBS+20% horse serum amb 0.4%trité X-100 2 hores.
- Incubacié amb TUJ-1 ( R&D Systems, Minneapolis, MN), 1 ug/ml).
- Rentat 5 vegades amb PBS/0.02% Tween 20 (TBST).
- Incubacié amb Anticos secundari (Alexa 488, Anti mouse Ig- HRP 1:500,
Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, ), 18 hores a 4°C.
- Rentat 3 vegades amb TBST.
- Muntatge amb glicerol.
Els musculs IFIBs van ser observats mitjancant microscopia confocal (Olympus
BX51 (Hamburg, Germany) equipat amb camara CCD (DP30BW)).
Les mostres van ser visualitzades amb FluoView 500 d’Olympus i analitzades amb

Visilog 6.3 (Noesis, Orsay, France).

2.5 Tecniques proteomiques

2.5.1 Fraccionament cel-lular

Medul-les espinals de rata van ser extretes i reservades en tampd d’homogenitzacio
fred (homogenization buffer, 0.32 M sucrosa, 10 mM HEPES pH 7.4, 2 mM EDTA,
inhibidors de proteases) i homogenitzades utilitzant homogenitzador de vidre-teflon
10-15 vegades. Les mostres van ser centrifugades a 1000 g 15 minuts per tal
d’eliminar el pellet (pelleted nuclear fraction (P1)).

Els Sobrenedants (S1) van ser recuperats i centrifugats a ~200,000 g (50,000 rpm
durant 30 minuts amb un rotor 70.1 Ti) per separar la fraccidé citosolica (crude
cytosol, (S2)) i la fracci6 membranosa (crude membrane pellet (P2)).

Els pellets van ser resuspesos en tampd homogenitzacio i centrifugats de nou a
~200,000 g per aconseguir el pellet rentat (washed crude membrane pellet (P2")).
Els pellets van ser resuspesos en HEPES-Lysis buffer (50 mM HEPES pH 7.4, 2 mM
EDTA, inhibidors de proteases).

Es va mesurar la concentracié de proteina i les mostres van ser emmagatzemades
a -80°C.
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2.5.2 Immunoprecipitacio de la fraccié citosolica

- Incubacié de les mostres S2 i P2’ amb anticos primari 1:250 (anti-SOD1,
Calbiochem, Gibbstown, USA, anti-P2X4, Alomone, Jerusalem, Israel) a 4°C
durant 24 hores.

- Incubacié de 100 mg de Sepharose protein A (Amersham Pharmacia Biotech, Ref.
17-0780-01) amb 1 ml tampdé PBS (0.3M NaCl, 5mM KCI, Tampé fosfat 0.2 M)
durant 1 hora.

- Rentat amb PBS 2 vegades

- Eliminacié del Sobrenedant (SN) i afegir 400 ul de tampd de lisis (20 mM Tris HCI
pH=8, 137 mM NacCl, 10% glicerol, 1% NP-40, 2 mM EDTA).

- Incubacio de les boles de sefarosa amb la mostra durant 4 hores a 4°C.

- Centrifugat i eliminacié del SN, netejant cada vegada amb el tampé de lisis.

- Afegir el tampo de carrega (0.3M Tris HCI, 8.5% SDS, 30% glicerol, 0.01% blau
de bromfenol, 4% mercaptoetanol) i bullir durant 3 minuts. Les mostres ja estan

preparades per |'assaig per Western Blot.

2.5.3 Cromatografia d’afinitat
El protocol utilitzat va ser l'aconsellat per MICROLINK PROTEIN COUPLING KIT
(PIERCE, Ref. 20475)
-Les mostres provinents de la fraccié soluble S2 van ser préeviament dialitzades
durant 24 hores amb Coupling buffer (kit).
PROCES D'UNIO
1. Equilibrar els reactius i el gel a temperatura ambient.
2. Posar la columna dins el tub de col-leccid i centrifugar a 1000 g durant 2
minuts.
3. Resuspendre el gel de la columna afegint 300 ul de coupling buffer (kit) i
descartar el SN. Repetir aquest pas.
4. Afegir 300 ul d’anticos primari (0.5-1.5 mg/ml) al gel.
5. Afegir 2 ul de Sodium Cyanoborohydre (kit) i barrejar.
6. Incubar a 4°C durant tota la nit.
7. Centrifugar i si cal, quantificar I'eluit.
8. Afegir 300 ul de coupling buffer (kit) i barrejar. Centrifugar i eliminar el
SN. Repetir.
BLOQUEIG DE LLOCS D'UNIO ACTIUS
1. Afegir 300 ul de gquenching buffer (kit) i barrejar.
2. Centrifugar i eliminar el SN. Repetir.
3. Afegir 4 ul de Sodium Cyanoborohydre (kit) i barrejar. Incubar 30 minuts

a temperatura ambient, barrejant als 15 minuts.
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4. Posar la columna al tub de col-leccid, centrifugar i eliminar el SN.
PURIFICACIO PER AFINITAT

1. Afegir 200-300 pl de mostra al gel i barrejar.
. Incubar a 4°C tota la nit.
. Centrifugar i reservar el SN per quantificar la proteina.
. Afegir 300 ul de wash solution (kit) 1:1 i invertir la columna 10 vegades.
. Centrifugar i descartar el SN.
. Afegir 300 pul de coupling buffer (kit) i invertir la columna 10 vegades.

. Centrifugar i descartar el SN.

o N o U1 A W N

. Afegir 300 pul de coupling buffer (kit) per les parets de la columna. No
barrejar.
9. Centrifugar i descartar el SN.

ELUCIO
1. Afegir 100 ul de Immuno Pure Elution Buffer (kit) per les parets de la
columna i incubar 10 minuts a temperatura ambient.
2. Centrifugar i afegir a I'eluit 5 ul Tris 1M pH=9. Quantificar la concentracié

de proteina.

2.5.4 Immuno-aillament de la fracci6 membranosa

El protocol utilitzat va ser el recomanat per Dyna-beads® M-500 Subcellular (Dynal,

ref 150.01), utilitzant la técnica directa. El primer pas va ser unir |'anticos secundari

a Dyna-beads® M-500 Subcellular:

- Fer una suspensid de les boles magnétiques, Dyna-beads® M-500 Subcellular,
vortejant durant 2 minuts.

- Resuspendre les boles magnetiques en tampé borat 0.1M pH=9.5 i afegir 10 ug
d’anticds secundari/10” Dynabeads.

- incubar 24h a 37°C amb rotacié lenta.

- després de la incubacid, posar el tub a I'iman i eliminar el sobrenedant (SN).

- rentar les boles magnétiques un total de 4 vegades: 2x PBS pH=7.4 amb 0.1%

(w/v) BSA (bovine serum albumin) 5 min. a 4°C, 1x 0.2M Tris pH=8.5 0.1% (w/v)

BSA 24h. a 20°C 0 4h. a 37°C i 1x PBS pH=7.4 amb 0.1% (w/v) BSA 5 min. a 4°C.

La técnica d'aillament directa consisteix en:

- Afegir 8 ng d’anticds primari/10” Dynabeads i barrejar 2 min.

- Incubar 30 min. 4°C amb rotacié bidireccional.

- Després de la incubacid, posar el tub a I'iman i eliminar el SN.

- Rentar les boles magnétiques 4x PBS pH=7.4 amb 0.1% BSA (w/v) 5 min. a 4°C.,

Tot seguit es va procedir a la unié de la mostra cel-lular amb I'anticos especific unit

a les boles magnétiques:
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- Resuspendre les boles magnétiques en 700 pul de tampd A (PBS pH=7.4, 2mM
EDTA, 5% BSA).

- afegir 700 ul. de les boles magnétiques a 300 pl. de la mostra i incubar 12h. amb
moviment constant.

- Després de la incubacid, posar el tub a I'iman i reservar el SN com a fraccié no

retinguda per les boles magnétiques-anticos primari (fraccido SN).

- Rentar les boles magnétiques 3x15 min amb 1ml tampod A.

- Resuspendre les boles magnétiques en el tampd de carrega i bullir-les 5 min. pel

seu analisis posterior per SDS-PAGE.

2.5.5 Electroforesis unidimensional i Western Blot

Els teixits de rata de diferents edats o d’embrié de pollastre, que van ser obtinguts

a l'estadi E10 de desenvolupament es van emmagatzemar a -20°C.

Els extractes de les diferents mostres van ser obtinguts afegint tampd de lisis (125

mM Tris HClI pH=6.8, 2% SDS) i homogenitzats, primer amb una punta de pipeta i

després amb una agulla d’insulina.

La concentracié de proteina dels homogenitzats va ser quantificada (BioRad, ref

500-0114) i les mostres preparades per ser utilitzades per I'electroforesis, afegint-

hi el mateix volum de tampd de carrega (0.3M Tris HCI, 8.5% SDS, 30% glicerol,

0.01% blau de bromfenol, 4% mercaptoetanol) i bullides durant 3 minuts.

Les mostres van ser carregades en un gel d’acrilamida/bisacrilamida (BioRad, ref.

161-0158) i es va fer |'electroforesi, fixant sempre la intensitat a 25mA.

Després d’haver fet I'electroforesis, el gel d’acrilamida va ser electrotransferit a una

membrana de nitrocel-lulosa. A partir d’aquest punt es va procedir a realitzar el

Western Blot.

- Bloqueig de la membrana: Membrana amb Tampd B (Tampd TBS-T: 2M Tris HCI
ph=8, 2.5M NaCl, 0.1%Tween 20 més 5% llet en pols) tota la nit 4°C

- Incubacié de I'anticds lari, normalment 1h T2 ambient a la dilucié adequada, amb
el Tampd I (veure taula 1).

- Rentats de la membrana amb TBS-T: 1x15 min, 2x5 min

- Rentat 10 min amb Tampd I (Tampd TBS-T +0.25% llet en pols)

- Incubacid anticos 2ari, 30 min a T@ ambient a la dilucié adequada amb el Tampd I

- Rentats de la membrana amb TBST: 1x15 min, 1x10 min, 3x5 min

-Revelat amb quimioluminiscéncia: incubacid 5 min amb reactiu SuperSignal

(Pierce, ref. 34075) i exposicié a Lumi-Imager.
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ANTICOS PRIMARI CASA COMERCIAL DILUCIO
Actina Sigma-Aldrich 1:5000
Cromogranina A Santa Cruz Biotechnology 1:100
Cromogranina B Santa Cruz Biotechnology 1:100
CspP Chemicon International 1:5000
Grp 78 Stressgen Biotechnologies 1:500
Grp 94 Stressgen Biotechnologies 1:500
Hsc70 Stressgen Biotechnologies 1:1000
LC3 Santa Cruz Biotechnology 1:500
P2X; Alomone Labs 1:200
P2X, Alomone Labs 1:200
P2X3 Alomone Labs 1:200
P2X4 Alomone Labs 1:200
P2X5 Alomone Labs 1:200
P2Yi> Alomone Labs 1:200
PDI Stressgen Biotechnologies 2ul/ml
Porina Molecular Probes 1:500
Semaforina Santa Cruz Biotechnology 1:500
Semaforina Abcam 1:500
SOD1 Calbiochem 1:1000
Synaptofisina DakoCytomation 1:100
TGN-38 Abcam 1:500

Taula 1: llistat d’anticossos primaris utilitzats pel Western Blot.

2.5.6 Electroforesis bidimensional

Un cop les mostres van ser obtingudes, van ser congelades a -80°C. Per tal
d’extreure les proteines de forma compatible per electroforesis bidimensional, es va
utilitzar el seglient tampd d’extraccié:

9M urea, 4% CHAPS, 1% DTT, 0.8% Biolytes pH 3-10, Biorad,, ref 163-2094)

La mostra es va homogenitzar amb el tampd d’extracci6 amb una punta blava, es
va centrifugar a 12000 rpm 5 minuts i es va recuperar el sobrenedant.

La concentracié de proteina es va quantificar (BioRad, ref 500-0114) i les mostres
van ser preparades per ser utilitzades per I'electroforesis bidimensional amb tampd
de rehidratacido d’ electroforesis bidimensional (8M urea, 0.5% CHAPS, 1% DTT,
0.8% Biolytes pH 3-10, Biorad, ref 163-2094).
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Els gels utilitzats per la rehidratacié i I'isoelectroenfoc van ser tires de 11 cm, pH 3-
10 NL de Biorad (IPG Strip, ref. 163-2016).
El protocol de rehidratacié i d’isoelectroenfoc va ser diferent per mostres de
medul-la de rata i de pollastre.
Per pollastre, el protocol utilitzat va ser:
Rehidratacidé activa 18°C 50V O/N
lhora 500V
1hora 1000V
lhora 2000V
4 hores 8000V
1 hora 500V.
Per rata, el protocol utilitzat va ser:
Rehidratacié activa 18°C 50V 2 hores
6 hores 30V,
3 hores 60V,
1 h 200V,
1 hora 500V,
4 hores 5000V,
1 hora 8000 V.
Un cop les tires van ser processades, es va procedir al seu equilibrat, per tal de
reduir-les i alquilar-les, incubant-les durant 10 minuts amb:
-Solucié equilibradora I: 6M urea, 2% SDSm, 1.5M Tris-HCl, 20% glicerol i 130 mM
DTT.
-Solucié equilibradora II: 6M urea, 2% SDSm, 1.5M Tris-HCI, 20% glicerol i 135
mM Iodoacetamida.
En aquest punt les tires ja estan preparades per carregar-les en un gel

d’acrilamida/bis i cérrer la segona dimensio.

2.5.7 Tecniques d'espectrometria de masses-MALDI TOF

Un cop es va fer |'Isoelectroenfoc de les mostres i es van correr 2 gels de
poliacrilamida iguals, un d’ells es va revelar amb fluorescéncia amb Flamingo
Fluorescent Gel Stain (BioRad, ref. 161-0491):

-Preparacio de 1x Flamingo de la solucié stock 10x amb H20 mili Q

-Fixacié del gel: 2h en Etanol 40% amb Acid Acétic 10%

-Remplacament de la solucid de fixacié per Flamingo 1x

-Incubacié durant 3h

-Visualitzacio del gel amb fluorescéncia
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L'altre gel es va transferir a una membrana de nitrocel-lulosa i es va fer una
Immunodeteccié per Western Blot. La proteina reconeguda per |I'anticos en aquest
gel va ser retallada del gel no transferit i es va passar a la placa Zip-plate per tal de
procedir a |'aplicacié del protocol preparatiu de mostres per MALDI-TOF de Millipore
(Montage In-Gel Digest Kit, Ref. LSKGDZP96):
-REDUCCIO-ALQUILACIO:
1. Afegir 100 pl (50mM ABC (ammonium bicarbonate)/ 50% etanol) i
incubar 15 minuts a temperatura ambient.
2. Aplicar el buit maxim (Full vacuum, 15-20 mm Hg).
3. Afegir 100 pl d’etanol 100% per deshidratar el gel, incubar 15 minuts a
temperatura ambient.
4. Aplicar Full vacuum.
5. Afegir 200 ml (10 uM DTT (Dithiothetriol)/ 50mM ABC) i incubar 1 hora
a 569C controlant la humitat.
6. Aplicar Full vacuum.
7. Afegir 200 ul (55mM Iodoacetamina (IAA)/ 50 mM ABC)
8. Incubar 30 minuts a temperatura ambient, protegir la Zip-plate de la
lum.
9. Afegir 200 pl 50 mM ABC i incubar 15 minuts a temperatura ambient.
10. Aplicar Full vacuum.
11. Repetir els passos 9i 10.
-DIGESTIO AMB TRIPSINA
1. Afegir 100 ul de Buffer 1 (kit) i incubar 30 minuts a temperatura
ambient.
2. Aplicar Full vacuum.
3. Afegir 100 pl de Buffer 2 (kit) i incubar 30 minuts a temperatura
ambient.
4. Aplicar Full vacuum.
5. Repetir passos 3 i 4.
6. Afegir 200 ul d’acetonitril 100%. Incubar 10 minuts a temperatura
ambient.
7. Aplicar Full vacuum durant 2 minuts per tal d’eliminar totalment
I'acetonitril dels pous.
8. Afegir 15 ul de la solucié de treball de tripsina (kit) i digerir a 30°C
durant tota la nit.
9. Afegir 8 ul d'acetonitril directament al fons del pou on hi ha la resina

evitant que quedi sobre els trossos de gel i incubar 15 minuts a 37°C.
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-EXTRACCIO I RENTAT DELS PEPTIDS.

1. Afegir 130 ul de Wash solution (kit) i incubar 30 minuts.

2. Aplicar low vacuum (5-8 mmHg).

3. Afegir 100 ul de Wash solution (kit). No cal incubacié.

4. Aplicar Full vacuum.

5. Repetir els passos 3 i 4.
-ELUCIO DELS PEPTIDS

1. Fer el muntatge de la placa amb la Zip-plate.

2. Aplicar Full vacuum i baixar-lo fins a 4 mmHg.

3. Afegir 2 ul de la solucié6 formada per la matriu (oa-cyano-4-

hidroxycinnamic acid, a-CHCA) i la solucié d’elucio (kit).

4. Tancar el buit lentament i treure la Zip-plate del muntatge amb compte.

6. Carregar els calibrants a la placa.

7. Deixar assecar les gotes
Es va introduir la placa dins |'aparell de MALDI-TOF (Voyager De-Pro, Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) i es va disparar el laser per tal d’obtenir
espectres operant amb 20kV com a voltatge d’acceleracié, 90ns com a temps de
retard, 75% de grid voltage i 0.005% de guidewire voltage. Els espectres van ser
acumulats, visualitzats i analitzats utilitzant Data Explorer software version 4.2
(Applied Biosystems). Els pics monoisotopics van ser utilitzats per la identificacié
usant el software Protein Prospector MS-Fit software version 3.2 using Swiss-Prot

com a base de dades.

2.5.8 Desnaturalitzacio i immunoprecipitacié de hSOD1 in vitro

La proteina hSOD1 d’eritrocits humans va ser obtinguda de Sigma (ref. S9636). Per
la seva desnaturalitzacid, I'estoc de SOD1 106uM en 50mM Hepes pH=7.5 es va
diluir a 2uM i es va incubar en 8M urea, 2mM ditiotreitol (DTT) i 1mM acid tetracetic
etilendiamina (EDTA) durant tota la nit a T2 ambient per provocar Ila
desnaturalitzacié de la proteina. La solucié estoc de hSOD1 va ser incubada amb
PBS 1/20 en les mateixes condicions com a control de la proteina plegada. Tot
seguit es va procedir a la seva immunoprecipitacio amb boles de Sefarosa (descrit
anteriorment) i les mostres van ser preparades pel seu posterior analisis per SDS-
PAGE.
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2.6 Tecniques Immunohistoquimiques

2.6.1 Téecniques immunohistoquimiques

Els animals van ser perfosos intracardiacament. La medul-la espinal, el cervell i
musculs de la cama (tibialis, gastrocnemicus, extensor digitorun longus, EDL, i
soleus) van ser disseccionats i reservats durant tota la nit a 4°C. Després van ser
submergits en sucrosa al 30% en 0.1 M PB i van ser congelats.

Les medul-les espinals van ser tallades en seccions transversals de 16um i el cervell
en seccions coronals, obtingudes amb un criostat Microm HM560. Els musculs van
ser tallats en seccions longitudinals.

Les seccions van ser muntades en portaobjectes gelatinitzats i emmagatzemades a
-80°C.

Per obtenir seccions seriades, es va utilitzar el Vibratom Leica VT 1000S. Després
les seccions van ser recollides amb 0.1M PB, i processades per marcatge amb
immunoperoxidasa d’acord amb el protocol ABC (Vectastain, Vector, Burlingame,
CA). Les seccions van ser finalment muntades en portaobjectes gelatinitzats i
cobertes amb cobreobjectes amb DPX.

El protocol utilitzat va ser el seglient:

-Pre-tractament amb tampé fosfat sali (phosphate buffered saline (PBS)) amb 0.1%
Tritd X-100 durant 15 minuts.

-Bloqueig de les mostres amb 3% normal goat serum (NGS) durant 30 minuts.
-Incubacié amb anticos primari durant tota la nit a 4°C. Els anticossos utilitzats van
ser anti P2X;, P2X,, P2X5, P2X,, and P2X,;, d’Alomone Labs (Jerusalem, Israel).
També es van utilitzar Mouse monoclonal antibody anti-neuronal nuclei (NeuN,;
Chemicon International, Temecula,CA) com a marcador neuronal, Mouse
monoclonal antibody anti-glial fibrillary acidic protein (GFAP; diluted; Chemicon),
com a marcador astroglial, Rat monoclonal antibody anti-serotonin (Chemicon), que
reconeix neurones serotoninérgiques, Mouse monoclonal antibody anti-CD11b (MRC
0X-42, Serotec, Oxford, UK), com a marcador de la microglia en la rata, anti-MAP-
LC3, present en els autofagosomes (Santa Cruz Biotechnology) com a marcador
d’autofagia, Mouse monoclonal antibody anti-tyrosine hydroxylase (TH; Sigma-
Aldrich, Alcobendas, Spain), i que reconeix neurones noradrenergiques, Mouse
monoclonal antibody anti-calbidin-D-28K (Sigma-Aldrich), que reconeix cél-lules de
Purkinje del cerebel, Monoclonal antibody anti-TuJ-1 (R&D Systems, Minneapolis,
MN) com a marcador de la B-tubulina neuronal tipus III de citosquelet, Rabbit
polyclonal antibody anticleaved caspase-3 (Aspl75; Cell Signaling, Beverly, MA),
com a marcador d’apoptosi en cervell de rata. Per posar de manifest les cél-lules

microglials, algunes medul-les espinals van ser incubades amb la lectina Bandeiraea
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simplicifolia conjugada amb FITC (BS-1, de Sigma Aldrich, Alcobendas, Espanya)
(veure taula 2).Totes les dilucions van ser fetes en PBS.

-Incubacié amb |'anticos secundari apropiat, unit a Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 546
(Molecular Probes, Eugene OR), Cy3 o Cy5 (Jackson ImmunoResearch Laboratories,
West Grove, PA,) diluits 1:500. El Fluorochrome 4,6-diamidino-2-phenylindole
dihydrochloride (DAPI) va se aplicat a 50 ng/ml.

El marcatge per deoxynucleotidyl transferasedUTP nick-end labeling (TUNEL) va ser
realitzat amb el kit de detecci6 de mort neuronal amb fluorescencia in situ de
Boehringer Mannheim (Mannheim, Germany).

Per revelar els Receptors d’Acetilcolina (AchRs) en les sinapsis neuromusculars, les
seccions van ser incubades amb a-bungarotoxina conjugada amb Alexa-Fluor 488
(1 ug/ml; Molecular Probes).

-Les seccions van ser examinades utilitzant un microscopi d’epifluorescéncia
Olympus BX51 (Hamburg, Germany) equipat amb una camara CCD (DP30BW). Les
imatges van ser visualitzades amb el microscopi confocal laser scanning FluoView
500 Olympus. Per analitzar les imatges es va utilitzar el Visilog 6.3 (Noesis, Orsay,

France).

ANTICOS PRIMARI CASA COMERCIAL DILUCIO
Calbindina Sigma-Aldrich 1:1000
GFAP Chemicon International 1:400
Iba-1 Wako Chemical GmbH 1:500
NeuN Chemicon International 1:500
0X-42 Serotec 1:100
P2X; Alomone Labs 1:500
P2X, Alomone Labs 1:500
P2X5 Alomone Labs 1:500
P2X4 Alomone Labs 1:500
P2X5 Alomone Labs 1:500
P2Y4, Alomone Labs 1:500
P53 Cell Signaling 1:50
Serotonin Chemicon International 1:100
SOD1 Calbiochem 1:1000
TUJ-1 R&D Systems 1:500
Tyrosin hidroxilasa Sigma-Aldrich 1:100

Taula 2: llistat d’anticossos primaris utilitzats en Immunohistoquimica.
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2.6.2 Teécniques immunocitoquimiques per fluorescéncia de ceél-lules en
cultiu

Per realitzar la immunocitoquimica de les cél-lules NSC-34 en cultiu el protocol
utilitzat va ser el segient:

- eliminacié del medi de cultiu de les cel-lules i rentat amb PBS.

- fixacié amb Paraformaldehid 4% 1 hora a 4°C.

- eliminar el Paraformaldehid 4% i mantenir les cel-lules amb PBS.

- rentat amb PBS-trit6 0.1% 20 min.

- incubacié amb NGS (Normal Goat Serum) 10% 1 hora.

incubacid amb I'anticos primari (Anti-P2X4, Sigma-Aldrich, Madrid, Espanya,
1:500).

- 3x10 min rentats amb PBS.

incubacié amb I'anticos secundari 1 hora a temperatura ambient (anti rabbit Cy3
1:500, anti rabbit Cy5 1:500, Alexa 455 1:500, DAPI 1:100).

- 3x10 min rentats amb PBS.

- muntatge amb PBS-glicerol i observacido a microscopia confocal (Olympus BX51

(Hamburg, Germany) equipat amb camara CCD (DP30BW)).

2.6.3 Tecniques Immunohistoquimiques- Free Floating.

El seglient protocol va ser utilitzat per analitzar les seccions de cervell préviament
tallades al criostat provinents de rosegadors als quals se’ls havia practicat
Estereotaxia.

incubacio de les seccions amb 1% H202 en PBS 1 hora

3 x rentats amb PBS de 10 minuts cadascun

incubacié amb Normal Goat Serum al 10% en PBS 1 hora

incubacié amb |'anticdos primari tota la nit a 4°C (anti IBa-1 policlonal, 1:500,
Santa Cruz Biotechnology).

- 3 x rentats amb PBS-Trit6 0.1% de 10 minuts cadascun

- incubacié amb I'anticos secundari 1 hora a temperatura ambient.

- 3 x rentats amb PBS de 10 minuts cadascun

- incubacié de les seccions amb Vectastain ABC reagent 1 hora a temperatura
ambient.

- 3 X rentats amb PBS de 10 minuts cadascun

- revelat durant 6 minuts amb DBA (acid diaminobenzoic)

- 2 X rentats amb PBS de 10 minuts cadascun

- disposar les mostres en portaobjectes gelatinitzats

- deshidratacié de les mostres:

10 minuts en aigua destil-lada
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10 minuts en
10 minuts en
10 minuts en
10 minuts en
10 minuts en
10 minuts en

10 minuts en

aigua destil-lada
etanol 70° (1)
etanol 96° (1)
etanol 96° (2)
etanol 100° (1)
etanol 100° (2)

xile

10 minuts en xilé/eucaliptol

- muntatge de les mostres amb DPX

2.7 Técniques de Biologia Molecular

2.7.1. Plasmids

Els plasmids pEGFP-N1 amb SOD1%"T, SOD1%°3** i SOD1** van ser obtinguts gracies

la col-laboraci6 del Dr. Turner (Howard Florey Institute of Experimental

a

Physsiology and Medicine, University of Melbourne, Australia), Figura 1.

Els plasmids amb Semaforina 3A van ser obtinguts gracies a la col-laboracié del Dr.
Kolodkin (The Johns Hopkins University School of Medicine, Baltimore, MD, USA).
La construccié es va realitzar utilitzant el vector pBK-CMV on es va inserir AP-

Semalll tenint com a origen de l'insert PBKAPSemDP1b, entre els llocs EcoRI i

Xhol. Figura 2.

Figura 1: Plasmid pEGFP, utilitzat per la clonacié dels diferents tipus de SOD1.
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pEGFP-N1 Vector Information PT3027-5
GenBank Accession #U55762 Catalog #6085-1

mcs
(501-671)

P
MU IE
Eco01091
(3856)
HSV TK
{ aly A EGFP
L revA S EGFP-NT
4.7 kb /Bsrﬁ 1 (1289)
SO‘T"‘?Q _ Notl oz
ook Xbal” (112
2 2 Afill 5a0)
i Dra {1874
Stu |
(2579)
-1 m;m m &1 (=) 641 &1 1) m EGEP
§ CTA BCG CTA CCG GAC TCA BAT CTC GAG CTC AAG CTT CGA ATT CTG CAG TC6 ACG GTA CCG CBE GOC CGG GAT CCA CCG 6TC GCC ACC ATG GTE
Niral EcotTllI Bglll xhol _\ Hindll EcoRl PStl Sall Kmml Y| Apal  Baml Agel
Sacl Accl AspT&l \ Bspl201 Xmal
Eclt6 I sacl Smal

Restriction Map and Multiple Cloning Site (MCS) of pEGFP-N1 Vector. All restriction sites shown are unique. The Not |
site follows the EGFP stop codon. The Xbal site (*) is methylated in the DNA provided by BD Biosciences Clontech. If you
wish to dinest the vector with this enzvme. vou will need to transform the vector into a dam™ and make fresh DNA.



1 origin 24-330 P SV40 P bla (1 ori
5V40 polyA 469750
B-galactosidase o-fragment 512-1183 jV40 pA

multiple cloning site 1015-1122

locZ
lac promater 1184-1305 neo/kany KD I
CMV promoter 1306-1895 P Mcs
pUC origin 1954-2621 pB K-_CbMV e
HSV-TK polyA 2760-2031 4.5k e

neomycin/kanamycin resistance ORF 32094000
SV40 promoter 4035-4373
bla promoter 43924518 TK pA P CMmy

plC oril

pBK-CMV Multiple Cloning Site Region
(sequence shown 952-1196)

T7 Promoter - }lq:m | l?e.ﬁ! I\'li-mcl |
GTAAAACGACGGCCAGT GAATTGTAAT ACGACTCACTATAGGGLGAATTGGGTACACTTACCTGGTACCCCACCCGGGTGGAAA. | .
M13 —20 primer binding zite T7 primer binding zite
,Jimu | lNd I }lﬂ:lcl | .?-ccl | >I{I‘|o | I'lﬁl'd ] IEmR | IBg:||-nH| SIpB I |§§1CI| rsT |
. ATCGATGGGCCCGCGGCCGOTCTAGAAGTACTCTCGAGAAGCTTTT TGAATTCTTTGGATCCACTAGTGTCGACCTGLAG. . .
IE»ssH 1] 'T'-uc | x T3 Promoter Iﬂﬂul o-fragme nt
. . GCGCGCGAGCTCCAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTTCGAGCTTGGCGTAATCAAGGTCATAGCTGTTTCCTGT
T3 prmer binding site B reverse primar binding site

Figura 2: Plasmid pBK, utilitzat per la clonacié de la Semaforina 3A.

2.7.2 Transformacio de E. Coli.

El protocol utilitzat per la transformacio va ser el seglient:

-Retallar els plasmids del paper i posar el paper dins un tub eppendorf.

-Afegir 50 ul de Tris 10mM pH=7.6.

-Rehidratar durant 5 minuts.

-Centrifugar a 8000rpm durant 2 minuts

-Treure el SN i tornar a centrifugar 10 minuts

-Descongelar les cel-lules de E. Coli, la soca XL-1 Blue per transformar amb Sema
3A i la soca DH10B per hSOD1, en fred.

-Barrejar 1 ul de la soluci6 del plasmid amb 200 ul de cél-lules durant 10 minuts.

-Xoc térmic durant 2 minuts a 42°C.

-Incubacié en gel durant 1 minut.

-Afegir 800 ul medi LB (Luria-Bertoni: triptona 1%, extracte de llevat 0.5% i NaCl
1%, a pH=7.5).

-Incubar 1 hora a 37°C a 220 rpm

-Sembrar en plaques amb medi LB+ antibidtic segons el plasmid (Ampicil-lina 50
ug/ml o Kanamicina 50 pg/ml)

-Incubar 24 hores a 37°C
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-Picar una colonia aillada i posar-la dins un tub amb medi LB +antibiotic i incubar

amb agitacié a 37°C.

2.7.3 Purificacio del DNA del plasmid recombinant (“mini-prep”)
El protocol utilitzat per purificar la Sema3A va ser el recomanat pel kit utilitzat
Minitools Miniprep Kit (Biotools, Ref. 21022), a partir de 1.5 ml de cultiu.
- Centrifugar el cultiu 2 minuts a 13000 rpm
- Descartar el SN
- Resuspendre completament el pellet en 100 ul solucié I de resuspensié (kit) per
pipeteig
- Afegir 100 ml de solucié II de lisis (kit) i barrejar suaument per inversido 5
vegades.
- Afegir 100 ml de solucié III de neutralitzacié (kit) i barrejar suaument per inversié
5 vegades.
- Incubar 5 minut en gel
- Centrifugar 10 minuts a 13000 rpm
- Recollir i reservar el SN
- Afegir 10 pl de la matriu de silice (kit)
- Incubar durant 10 minuts a temperatura ambient barrejant suaument cada 2
minuts
- Carregar la barreja a la columna i centrifugar 5 minuts a 13000 rpm
- Eliminar I'eluit del fons de la columna
- Col-locar el tub de col-leccié i afegir 300 ul de Wash Solution (kit) freda.
- Centrifugar 1 minut a 13000 rpm i llencar I'eluit
- Repetir el rentat
- Centrifugar 1 minut a 13000 rpm per eliminar resta de Wash Solution
- Transferir la columna a un eppendorf net
- Afegir 50 pl de TE buffer (kit) i aigua a 65°C
- Incubar 2 minuts a temperatura ambient
- Recuperar I'eluit amb el DNA centrifugant 2 minuts a 13000 rpm
- Digerir el DNA durant 3 hores a 37°C:
11.5 ul plasmid, 1 ul enzim de restriccid Eco RI (Fermentas, Burlington, Canada),
1 ul enzim de restriccié Not I (Fermentas, Burlington, Canada), 1.5 ul tampé O
- Comprovar el resultat de la miniprep amb un gel d’agarosa:
1% agarosa en tampd TAE 1x (TAE 50x= 2M Tris-acetat, 250mM EDTA)
pH=8
solidificar en cubeta

afegir 5 ul de buffer de carrega+15 pl mostra
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fixar el voltatge a 50 v i fer correr la mostra .
tincid i visualitzacié amb bromur d’etidi
El protocol utilitzat per purificar la hSOD1 va ser el recomanat pel kit utilitzat
Nucleospin (Macherey-Nagel, Ref. 740 588.50), a partir de 1.5 ml de cultiu:
- Centrifugar el cultiu durant 30 s. a 11000g i descartar el SN.
- Afegir 250 ul de buffer Al (kit) i resuspendre el pellet.
- Afegir 250 ul de buffer A2 (kit) i invertir el tub 6 vegades. Incubar a temperatura
ambient 5 min
- Afegir 300 pul de buffer A3 i invertir el tub 6 vegades.
- Centrifugar 5 min a 11000 g
- Posar la columna nucleospin en un tub de col-leccié i passar el SN del pas anterior
dins la columna
- Centrifugar 1 min a 11000 g i descartar I'eluit
- Afegir 600 ul de wash solution, també anomenat buffer A4, centrifugar 1 min a
11000 g i descartar I'eluit
- Centrifugar 2 min a 11000 g
- Eluir el DNA afegint 50 ul de buffer AE centrifugant 1 min. a 11000 g

- Comprovar el resultat de la miniprep amb un gel d’agarosa

2.7.4 Purificacio del DNA del plasmid recombinant (“*midi-prep”)

El protocol utilitzat pels dos tipus de plasmid va ser el recomanat pel kit utilitzat

MidiPrep Kit (Quiagen, Ref.12143), a partir de 250 ml de cultiu.

- Cultiu de 250 ml medi LB +250 ul antibiotic (a créixer el dia anterior a 37°C speed
220 overnight)

- Centrifugar durant 15 minuts a 8000 rpm a 4°C

- Resuspendre el pellet amb 4 ml tampd P1 (kit)

- Traspassar a tub corex de 30 ml

- Afegir 4 ml tampo P2 (kit) i deixar 5 minuts a RT, barrejant 6 vegades

- afegir 4 ml tampo P3 (kit) i deixar 5 minuts a RT, barrejant 6 vegades

- Incubar en gel 15 minuts

- Centrifugar durant 30 minuts a 12000 rpm a 4°C

- Equilibrar la columna Qiagen-Tip 100 (kit) amb 4 ml QBT (kit) deixant que surti el
liquid per gravetat

- Afegir el SN a la columna

- Rentar 2 vegades amb 10 ml de tampd QC (kit)

- Eluir el DNA amb 5 ml tampd QF (kit)

- Recollir I'eluit amb tub corex de 15 ml

- Precipitar el DNA amb 3.5 ml d’isopropanol
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- Barrejar per inversidé suau

- Centrifugar durant 30 minuts a 11000 rpm a 4°C

- Treure el SN amb pipeta i rentar el pellet amb 2 ml d’etanol al 70%
- Centrifugar durant 10 minuts a 11000 rpm a 4°C

- Deixar assecar el pellet 5-10 minuts en campana

- Resuspendre el pellet amb 200 ul d’aigua miliQ

- Quantificar el DNA i emmagatzemar-lo a 4°C

- Digerir el DNA de Sema3A durant 3 hores a 37°C

- Comprovar la midiprep amb un gel d’agarosa

2.7.5 Transfeccio del DNA

Els DNA de Sema 3A va ser transfectat a cél-lules COS-7, i els DNAs de hSOD1 van

ser transfectat a cél-lules NSC-34. El medi utilitzat per cultivar aquestes cél-lules va

ser:

- DMEM/F-12 (HAM) 1:1 (Biological Industries, ref: 01-170-1A)

- FBS (Fetal Bovine Serum) 10 %

- Penicil-lina (50 U/ml) / Streptomicina (50 pg/ml)

- L- Glutamina (200mM)

Transfeccid de cel-lules COS-7 i NSC-34

El procés de transfeccié va ser realitzat mitjancant Lipofectamine-2000 (Ref.

11668-027, Invitrogen, California). El protocol utilitzat va ser el seglient:

- Diluir 10 pl de Lipofectamine-2000 en 500 ul Opti-Mem i incubar 5 min.

- Barrejar el DNA amb 500 ul de medi Opti-MEM sense serum i incubar 30 min amb
la Lipofectamine-2000.

- Afegir la barreja de DNA-Lipofectamine-2000 a les cél-lules amb una confluéncia
del 90% i incubar durant 4 hores a 37°C

2.7.6 Purificacio de la Semaforina recombinant
El medi de cultiu de les cel-lules COS7 va ser préviament concentrat mitjancant
Amicon Ultra, de Millipore (Barcelona, Spain). La semaforina es va purificar partint
de 7 ml de medi de cél-lules COS-7, transfectades amb DNA recombinant amb un
tag de fosfatasa alcalina AP (Affinity Chromatography, Biogene Ldt, Kimbolton, UK,
ref. Q330):
A. Preparacio de la columna

1. Situar la columna de cromatografia en un suport.
B. Empaquetat de la columna

1. Afegir les boles de sefarosa amb AP conjugada a la columna

2. Equilibrar la columna amb 10 volums de Tris HCl pH=8 10mM.
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C. Unié de la proteina de fusié a la columna
1. Carregar el medi concentrat a la columna.
2. Recollir I'eluit de la columna i tornar-lo a passar per la columna.
3. Rentar la columna amb 30 volums de Tris HCI pH=8 10mM fins a
OD>0.01.

E. Elucié de la proteina de fusié
1. Eluir la AP-fusion protein unida a la columna amb Antigen Elution
Solution (Biogene, ref. Q341A) i recollir diferents fraccions d’eluit de 0.5ml
cadascuna.
2. Neutralitzar la mostra obtinguda amb 50 ul Tris Hcl 1M pH=8
2. Quantificar la concentracié de proteina dels diferents vials.

3. Comprovar la preséncia de AP-Sema3A mitjangant Western Blot.

2.7.7 Experiments amb cél-lules NSC-34

La linia cel-lular hibrida de MN de ratoli NSC-34 va ser obtinguda de CELLutions
Biosystems (Toronto, Canada). Les cél-lules van ser cultivades en plaques de 6
pous (2x10° cél-lules/pou) i van ser transfectades transitdriament amb els
diferents DNAs de SOD1 (SOD1%'", SOD1%%3* i sOD1*V) o de EGFP (obtinguts
gracies al Dr. Turner, Melbourne, Australia). Van ser tractades alhora amb liti per
tal d’avaluar el seu efecte sobre els agregats de SOD1 que es formaven. Per fer-ho,
un cop transfectades les cél-lules van ser incubades amb el medi standard amb 1,
2, 5, 8 0 10mM de LiCl o sense ell com a control. El medi amb o sense liti es va
mantenir durant 24, 48 i 72 hores. Posteriorment el medi va ser retirat, concentrat
i analitzat amb SDS PAGE i western blot i les cél-lules van ser tractades per
realitzar el recompte d’agregats (veure Técniques Immunocitoquimiques per

fluorescéncia de cél-lules en cultiu).

2.8 ELISAs

Mitjangant técniques protedmiques i d’espectrometria de masses es va poder

constatar la presencia d’anticossos anti-semaforina en sérums patologics. Per tal de

detectar la preséncia d’aquests anticossos d'una manera més rapida i

sistematitzada es van realitzar experiments d’ELISAs (Enzyme-Linked Immuno

Sorbent Assay), seguint el protocol seglient. Les plaques utilitzades van ser les

Immuno-Plate MaxiSorp (Nunc, Demmark) i els rentats es van realitzar amb el

rentador Das (Roma, Italia).

1. Incubar la proteina recombinant sema3A overnight a 4°C en tampd bicarbonat
Sodic 100mM pH=8.5

2. Rentat amb PBS-trité 0.1%
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Bloqueig 2h amb PBS- tritéd 0.1%-BSA 2%

Rentar amb PBS-trit6 0.1%

Incubacié amb Anticos lari 1:50 en PBS- trit6 0.1%-BSA 0.1% 40°C tota la nit
Rentar amb PBS-trit6 0.1%

Incubacié amb Anticos 2ari 1:1000 en PBS- trit6 0.1%-BSA 0.1% 1 hora a
temperatura ambient

Rentar amb PBS-trit6 0.1%

Revelar amb Sigma P9187, 2 pastilles en 20 ml H20.

N o u ks w

Afegir 100 ul/pou i esperar de 5 a 15 min. Parar amb 50 pl H2S04 2.5M i llegir
OPD (490mm).

2.9 Cultiu de DRG i assaig de colapse

Per tal de corroborar la preséncia d’autoanticossos en sérums de pacients d’ELA es
van dur a terme cultius de gangli raquidi (Dorsal Root Ganglion, DRG) d’embrions
de pollastre E7. Per fer-ho, es van disseccionar els ganglis i es van cultivar durant
24 hores en plaques M6 sobre cobreobjectes tractats préeviament amb 6 ug/ml de
poli-lisina i 6 ug/ml laminina dissolts en medi L15. El medi de cultiu es componia de
medi F12 suplementat amb glutamina 2mM, 100U/ml penicilina/streptomicina,
20ng/ml NGF 7S, 10™M cytosine arabino-furanoside, 10°M fluorodeoxy uridine, 5%
fetal calf serum i 5% chicken serum.

Després de les 24 hores de cultiu, els ganglis van ser sotmesos a una deprivacio de
NGF afegint medi que contenia la mateixa composicié que el medi inicial perd que
variava la concentracié de NGF en 10ng/ml. Aquest nou medi era administrat 40
minuts abans del tractament corresponent.

Després dels 40 minuts s’hi afegia la dosis de Semaforina 3A que corresponia,
juntament, si calia, amb el serum huma a diferents dilucions o amb |'anticos anti
Sema3A, preincubats durant 30 minuts.

El tractament s‘incubava durant 1 hora i després es procedia a la fixacid dels
ganglis amb paraformaldehid 4% durant 15 minuts, rentat amb PBS i incubacio
amb Phalloidin-TRICT (Fluka, ref. 77418) durant 20 minuts. Fet després un altre
rentat amb PBS, els ganglis ja podien ser muntats sobre un portaobjectes i

observats a microscopia de fluorescencia.

2.10 Microscopia electronica

Procediments de pre i post-inclusié van ser aplicats per tal d’estudiar la localitzacié
intracel-lular de la immunoreactivitat de I'anticos anti P2X4 en mostres de medul-la
espinal de rates SOD ©°** de 150 dies.
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Els animals van ser perfundits amb 4% paraformaldehid en 0.1 M PBS i 0.1%
glutaraldehid.

Seguidament les medul-les espinals van ser disseccionades i submergides en el
mateix fixador durant 6 hores.

Pre-inclusid.

Es van tallar seccions de 50 um amb el vibratom que van ser tractades amb 50 mM
de glicina durant 30 minuts i permeabilitzades amb PBS amb 10% normal goat
serum (NGS) i 0.01% saponina durant 1 hora.

Les seccions van ser incubades amb I’anticos primari anti P2X4 diluit 1:100 tota la
nit a 4°C.

Després de 3 rentats de 10 minuts cadascun amb PBS, les mostres van ser
incubades durant 1 hora amb anticos secundari anti-rabbit biotinilat (1:100) de
Vector Laboratories i amb Nanogold Streptavidina (1:100, Molecular Probes) durant
1 hora.

El procés utilitzat per la intensificaci6 amb plata va ser el recomanat per Silver
enhancement kit (Ref. L24919, Molecular Probes).

Les mostres van ser infiltrades amb reina Embed 812 (Electron Microscopy
Sciences, Fort Washington, PA) dissolta en oxid de propilé. Es van utilitzar reines de
concentracié creixent (50%, 75% i 100%) fins la seva polimeritzacid, disposades en
fulles d’acetat de vinil. Es van obtenir seccions ultrafines de 70 mm de gruix amb
Ultracut Reichert Jung sobre reixetes que es van contrastar amb acetat d’uranil i
citrat de plom. Finalment aquestes seccions van ser observades amb el microscopi
electronic Zeiss EM 910 (Oberkochen, Germany), obtenint-se imatges a diferents
augments.

Post-inclusid

Per la post-inclusid es va realitzar un protocol de crio-substitucié. Després de la
fixacio del teixit de medul-la espinal, aquest es va seccionar a 200um utilitzant un
MclIlwain Tissue Chopper (Mickle Laboratory Engineering, Gomshall, Surrey, UK). Es
van procesar les mostres d’acord al protocol de crio-substitucié a baixa temperatura
amb reina Lowicryl HM20 (Electrommicroscopy Sciences).

Seccions ultrafines van ser recolectades, disposades sobre reixetes de niquel i
tractades amb Tampdé Tris amb 0.1% sodium borohydrate i 0.1% Tritd X-100
(TBST) i 50 mM Glicina.

Després de 3 rentats de 10 minuts amb TBST, les seccions van ser incubades amb
anticos primari rabbit anti P2X4 1:100 amb 10% Normal goat serum (NGS) durant

2 hores a temperatura ambient.
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Posteriorment es van realitzar tres rentats més i es va incubar amb 10mm gold-
conjugated goat anti-rabbit IgG (Sigma) diluit 1:20 en TBST contenint 10% NGS i
5mg/ml polyethylenglycol 20000 durant 1 hora a temperatura ambient.

Després de rentar amb aigua destil-lada, les mostres van ser contrastades amb
acetat d'uranil i citrat de plom per tal de ser observades amb el microscopi

electronic Zeiss EM 910 (Oberkochen, Germany).

2.11 Estereotaxia.

Els ratolins wild type de la soca C57BL/6] de 2 mesos d’edat van ser anestesiats
amb isoflura 3% durant 1 o 2 minuts. Després van ser injectats amb Rompum al
2% (Bayer, Kiel, Germany) i clorhidrat de Ketamina al 10% (Merial, Barcelona,
Spain) en 0.9% de NaCl i col-locats en I'aparell d’estereotaxia (Asi Instruments,
Houston, USA). Tot el material utilitzat va ser préviament autoclavat. Els ulls van
ser protegits amb gases amb tampd sali i el cap va ser posteriorment rasurat i
desinfectat. L'estereotaxia del crani va ser realitzada en les coordenades -1mm
lateral, -1.82mm rostro caudal i -2.3mm dorsoventral del bregma, a la zona
corresponent a I’'hipocamp. Els animals van rebre una injeccié de 1 ul de hSOD1
comercial 1upg/ul o 1ul de la fraccid purificada de la Cromatografia d’Afinitat
identificada com a SOD1 mutada. La injeccid va ser realitzada mitjangant una
micropipeta acoplada a una xeringa Hamilton a una velocitat de 1ul/min. La
micropipeta es va mantenir durant 1 minut en el lloc de la injeccid i es va retirar
lentament a una velocitat de 1mm/minut. Els animals van ser suturats i mantinguts
a la gabia per la seva recuperacié 55 fins al moment del seu sacrifici, procedint
després al seu analisis immunohistoquimic per Iba-1 en talls coronals de 80 um

mitjancant vibratom.

2.12 Deteccid de Calci per Fura2.

Per la visualitzacié dels nivells de calci, les cél-lules transfectades van ser cultivades
en plaques i sobre cobreobjectes de vidre. Les cél-lules van ser incubades amb 5uM
de Fura2 AM (invitrogen) dissolt en una solutid extracel-lular fisioldgica amb 150mM
NaCl, 1mM CaCl2, 1mM Mg Cl2, 20mM HEPES pH=7.4, 10mM glucosa i 0.1% BSA
durant 30 minuts a 37°C. Els cobreobjectes van ser llavors insertats dins d'una
cambra de perfusié PH1 (Warner Instrument Corp, Handem, HT), colocada alhora
dins el microscopi de fluorescéncia invertit Nikon Eclipse TE200 equipat amb un
monocromador i una camara Orca ER (Hamamatsu Photonics, Hamamatsu City,
Japo). Els experiments van ser realitzats sota el control del softoware Aquacosmos
(Hamamatsu Photonics) per la visualitzaci6 del calci. Les cel-lules van ser

constantment perfoses amb la solucié préviament descrita. Els agents estimulants
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van ser afegits a la cambra de perfusid. Les imatges van ser capturades amb

I'objectiu d'immersié 40x 1.3 NA Nikon S Fluor i posteriorment analitzades.
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3. RESULTATS

3.1. Efecte de sérums patologics en models de desenvolupament neuronal.

3.1.1 Efecte dosi-resposta en el nombre de MNs per efecte de
I’'administracio dels serums.

Després de la preparacié i del tractament dels 11 sérums patologics que havien
estat cedits per I'Hospital Sant Pau (5 ALS, 5 LMD i 1 PBP) es va procedir a injectar
diferents dosis d'aquests en embrions de pollastre per tal d’avaluar el seu efecte
sobre les MN. Per fer-ho, es van utilitzar ous de pollastre fertilitzats que es van
incubar al laboratori. En el dia 5 de desenvolupament (E5) es va fer una finestreta
a la closca a través de la qual es van injectar diferents dosis dels onze sérums
patologics, de serums control, procedents de persones sanes, i de sérum sali com a
control intern. Concretament, es van injectar 5, 10 i 20 ul dels serums de ALS, LMD
i Control en cada ou des de E5 fins a E9. Els embrions es van sacrificar a E10 i es
van processar pel recompte de MN de la banya ventral de la medul-la espinal
lumbar (LMC).

Cal dir que en aquests tipus d’experiments existeix un factor limitant molt
important, que és la poca quantitat disponible de sérums.

Veient els resultats del nombre de MN obtinguts després del tractament amb els
diferents sérums, es va poder determinar que la dosi de 20ul produia un rescat
significatiu de la mort de MN espinals en embrions de pollastre E10, tant per
serums ALS (Figura 1) com per sérums LMD (Figura 2). En els experiments
realitzats amb sérum PBP no es va poder determinar cap efecte de rescat de MN
(Figura 3).

91



©
>
o
c
<
>
@
z
(]
c
o —
o — =
= = £ * K o o
) @ = I
* H = o b1
i ~ o
> —
) — =
< ° H IS o
H o o v -
~ o
_ H 0 =
H - E ©
— o)

£
35
s 35
o E — o
o2 02w :
. SEO0
ege Sos =
.nlm M nb »n O a TA ~
» o< i ~ N -
W T T
T _nm N 15} o [te) o
o [te] o [le} o - -
o — —
g0} X SUOINBUOIOW JO JOGUINN
mor X SUOJNBUO]OW JO Jaquiny

Figura 1. Nombre de MNs x10° després de la injeccié de 20 ul de sérum sali, 5, 10 i

20 ul de seérums controls i 5, 10 i 20 ul de serums patologics ALS.

92

ne-way Anova

aline

*p<0.05vss

Figura 2. Nombre de MNs x10° després de la injeccié de 20 pl de sérum sali, 5, 10 i

20 ul de sérums controls i 5, 10 i 20 ul de serums patologics LMD.
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Figura 3. Nombre de MNs x10° després de la injeccié de 20 ul de sérum sali, 5, 10 i

20 ul de seérums controls i 5, 10 i 20 ul de serum patologic PBP.

D’aquesta manera es va fixar la dosi de 20 ul de serums patologics ALS i LMD com
la dosi de treball per experiments posteriors, ja que era la dosi que produia un
rescat significatiu de la mort de MN durant el periode de PCD. Es va utilitzar
aquesta dosi per testar tots els serums i es va veure que la majoria de sérums
produien un rescat significatiu del nombre de MN durant la PCD (Figura 4, nombre
de MN després de la injeccid dels sérums expressats individualment per cada
serum, Figura 5, nombre de MN després de la injeccid6 dels sérums expressat
agrupant les dades per malaltia). Cal dir que el sérum PBP no produia cap efecte de
rescat de MN en el periode de PCD, perd que Unicament es disposava de n=1 de
serums d’aquest tipus de malaltia, per tant els resultats no sén concloents per

aquesta patologia.
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Figura 4. Nombre de MNs x10° després de la injeccié de 20 ul de sérum sali, 20 pl
de sérum control i 20 ul de sérums patologics ALS, LMD i PBP. Resultats individuals
per sérum. Entre paréntesis, nombre d’embrions contats per sérum. *p<0.05,
**<0.01, ***<0.001 one way ANOVA vs saline
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Figura 5. Nombre de MNs x10° després de la injeccié de 20 ul de sérum sali, 20 pul
de seérum control i 20 ul de serums patologics ALS, LMD i PBP. Resultats agrupats
per patologia. Entre paréntesis, nombre d’embrions contats per malaltia. *p<0.05,
**<0.01, ***<0.001 one way ANOVA vs saline.

94



3.1.2 Efecte de I'administracié d'Immunoglobulines G (IgG) de sérums en
el nombre de MNs.

Per tal de determinar la part dels sérums que era responsable d’aquest rescat de
MN durant el periode de PCD es van processar els serums per tal de separar-ne les
Ig G de la resta. Es va injectar, tant per serums ALS com per serums LMD, la
fraccid que contenia les IgG i la fraccid sense IgG seguint el mateix procediment
anterior. Per tots els casos, es van administrar 10 ul de sérums amb una
concentracio proteica equivalent al serum inicial.

Després de fer tot el procés i el recompte, es va poder constatar que les IgG
donaven xifres significativament superiors de MN respecte la fraccid sense IgG i
respecte el control per part dels serums patologics ALS (Figura 6) i LMD (Figura 7).
Per tant, eren les responsables de |'efecte de rescat de la mort de MN durant la
PCD.
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Figura 6. Recompte del nombre de MNs x10° després de la injeccié de 20 pl de
fraccié sense IgG de sérum control, fraccié amb IgG de sérum control, fraccidé sense
IgG de sérum ALS i fraccid amb IgG de sérum ALS. *p<0.05, **<0.01, ***<0.001

one way ANOVA vs control sera IgG.
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Figura 7. Recompte del nombre de MNs x10° després de la injeccié de 20 pl de
serum sali, fraccié sense IgG de sérum control, fraccio6 amb IgG de serum control,
fracci6 sense IgG de serum LMD i fracci6 amb IgG de sérum LMD. *p<0.05,
**<0.01, ***<0.001 one way ANOVA vs control sera IgG.

3.1.3 Efecte de l'administracié dels sérums en la ramificacié nerviosa
intramuscular.

Per tal d’esbrinar si I'efecte inhibidor de la mort de les MN embrionaries era un
procés intrinsec de la MN o bé depenia de la interaccié de la MN amb la seva diana
muscular, es va procedir a estudiar la ramificacié nerviosa intramuscular del muscul
Iliofibularis (IFIB), innervat pel grup de MN lumbars que préviament s’havien
recomptat.

La injeccié de 20 ul dels serums sali, controls, ALS, LMD i PBP es va produir de E5 a
E7 i a E8 o0 a E10 es van processar les mostres per tal d’observar el patré de
ramificacid nerviosa en preparacions de muscul sencer. En la Figura 8 es pot
observar el patré d’innervacié del muscul IFIB d’embrions de pollastre E8 (Figura 8
A, B) i E10 (Figura 8 C, D) després del tractament amb els sérums controls (Figura
8 A, C) i amb sérums patologics (B, D) i el processament de les imatges per la seva

quantificacié (Figura 8 E-H).
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Fig. 8. Patrd d’innervacié del muscul IFIB d’embrions de pollastre E8 (A, B) i E10
(C, D) després del tractament amb els sérums controls (A, C) i amb sérums
patologics (B, D). El patré d’innervacid va ser quantificat després del processament

de les imatges (E-H).

Per tal de quantificar I'efecte dels serums sali, controls i patologics, es va optar per
utilitzar els segients parametres: nombre de Segments Totals (Figura 9), nombre
de Segments Finals (Figura 10) i nombre de Trifurcacions (Figura 11), utilitzant
com a valor de referéncia 100% el valor obtingut del sérum sali. Es va observar
que, tant per serums ALS com per sérums LMD, els tres parametres augmentaven
significativament, portant aixi a un augment de la ramificacié intramuscular. En
canvi, el serum PBP no només no aconseguia augmentar els tres parametres sino
que en produia un decrement en comparacié als serums controls i sali. Cal recordar

que només es va utilitzar un sol serum PBP per realitzar aquests experiments.
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Fig. 9. Percentatge (respecte sali=100%) del nombre de segments totals de I'arbre

nervios del muscul IFIB després del tractament d’embrions de pollastre amb 20 pl.

de sérum sali, séerums control, serums ALS, sérums LMD i sérum PBP.
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Fig. 10. Percentatge (respecte sali=100%) del nombre de Segments Finals de

I'arbre nervids del muscul IFIB després del tractament d’embrions de pollastre amb

20 ul de sérum sali, serums control, serums ALS, sérums LMD i serum PBP.
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Fig. 11. Percentatge (respecte sali=100%) del nombre de Trifurcacions de l'arbre
nervios del muscul IFIB després del tractament d’embrions de pollastre amb 20 pl.

de sérum sali, serums control, serums ALS, serums LMD i serum PBP.

3.2. Determinacio de la preséncia d’anticossos circulants en sérums

patologics.

3.2.1 Uni6 d’anticossos circulants a proteines dels sistema nervios.

Un cop es va saber que els sérums tenien efecte rescatador de MN durant el
periode de PCD, que concretament les responsables d’aquest efecte eren les IgG i
que a més els serums produien un augment de la innervacié intramuscular, es va
procedir a fer estudis protedomics per tal d’identificar els antigens reconeguts pels
anticossos presents en els sérums patologics responsables de tots aquests canvis.
Primerament es van assajar alguns dels serums patologics per tal de veure si eren
capacos d’'unir-se a proteines de diferents teixits d’embrions de pollastre E10
mitjancant técniques de Western Blot (Figura 12). Es van estudiar els seglients
teixits: cor, muscul, intesti, ronyd, medul-la espinal, fetge i pulmé, i es va poder
determinar que els sérums patologics eren capagos d’unir-se selectivament a
proteines del sistema nervidos de I'embrid de pollastre (Figura 12a), essent les
responsables d’aquesta unié les IgG (Figura 12b). En canvi, els sérums control no
mostraven senyals indicatives de capacitat d‘unid a proteines de cap teixit de

I'embrié de pollastre (Figura 13a), el mateix que les seves IgG (Figura 13b).
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Figura 12. a. Western blot on es posa de manifest la unié especifica de sérums
patologics a proteines del sistema nervids de I'embridé de pollastre. b. Aquesta unid

especifica es deguda a les IgG de sérums patologics.
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Figura 13. a. Western blot on s’observa que els sérums control no s‘uneixen a
proteines del sistema nervidos de l'embrié de pollastre. b. Les IgG dels sérums

control tampoc tenen cap capacitat d'unio.

3.2.2 Identificacié dels antigens reconeguts pels anticossos circulants per
espectrometria de masses.

Un cop es va demostrar que algunes IgG de sérums patologics eren capaces d’unir-
se a proteines del Sistema Nervids de pollastre, es va voler identificar quines eren
les proteines reconegudes. Mitjancant técniques d'Isoelectroenfoc (IEF) i

Electroforesis Bidimensional (2D) (Figura 14a) i Western Blot (Figura 14b) es va
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poder aillar sobre gel de poliacrilamida i sobre membrana de nitrocel-lulosa
respectivament una proteina de medul-la espinal d’embrié de pollastre E10 a la qual

s’unien les Ig G dels sérums patologics.

Figura 14a: Electroforesi 2D de medul-la espinal d’embrié de pollastre E10 on

s’observen el total de proteines de la mostra.

Figura 14b: Western blot provinent d’electroforesi 2D de medul-la espinal d’embrid
de pollastre E10 utilitzant com a anticos primari serum patoldgic. Les proteines aqui

reconegudes poden ser identificades i retallades en el gel de poliacrilamida.

Amb técniques d'espectrometria de masses-MALDI-TOF es va poder determinar que
la proteina reconeguda per les IgG provinents de serums humans patologics eren
proteines de la familia de la SEMAFORINA o relacionades amb la mateixa. Les
semaforines son unes proteines implicades en senyalitzacio del sistema nervids en
desenvolupament amb senyals inhibidores principalment, entre altres processos

com angiogenesis o cancer. En la Figura 15 es pot observar |'espectre corresponent
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a les masses dels péptids després de tot el procés, aquest espectre va ser

identificat posteriorment com el corresponent a la proteina semaforina. Després de

testar diferents sérums patologics, aillar els spots corresponents i fer la seva

identificacid, es va observar que tots els spots identificats es corresponien a

proteines de la familia de les Semaforines o proteines relacionades amb les seves

vies de senyalitzacid, com es pot veure en la Figura 16.
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Figura 15. Espectre peptidic resultant de la digestié de la proteina on s’unien els

sérums humans patologics, identificada posteriorment com a proteina de la familia

Semaforina.

SERUM PROTEINA RECONEGUDA

5 (LMD) Collapsin response mediator protein 1B
4 (ELA) Semaphorin 3A precursor (Collapsin 1)
6 (ELA) Semaphorin 3D precursor (Collapsin 2)
7 (ELA) Semaphorin 3E Precursor (Collapsin 5)

Figura 16: Llistat de proteines reconegudes pels serums de persones afectades per

la malaltia de la MN, després de seguir el protocol de MALDI-TOF i la posterior

identificacio dels espectres.
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3.2.3 Efecte de la injeccio d’anticos anti-Sema3A sobre la supervivéncia de
MNs d’embrions de pollastre.

Ja que s’havia comprovat que les IgG de sérums patologics ALS i LMD eren
responsables del rescat de MN de la PCD i alhora aquests sérums reconeixien la
proteines Semaforina, es va voler comprovar si un anticos comercial anti-Sema 3A
tindria el mateix efecte promotor de supervivéncia de MN. Aixi, es van injectar
embrions de pollastre de E5 a E9 amb un volum d’anticos anti Sema 3A (Sta. Cruz)
gue equivalia en concentracié a la concentracido de IgG dels serums. Com es pot
observar en la Figura 17, el hombre de MN a E10 en embrions tractats amb anti-
Sema 3A és significativament superior al nombre de MN del tractament amb sérum
sali, per tant corrobora els resultats previs i afirma que soén els anticossos anti-
Semaforina els responsables del rescat de MN en el periode de PCD i I'augment de

ramificacid nerviosa intramuscular.

18 1 )
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16 1 == anti-SEMA3A *
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P

Number of motoneurons x 10°

*p < 0.0001 student t test
Figura 17: El nombre de MN x10° en embrions tractats de E5 a E9 amb I’anticos
comercial anti-Sema 3A augmenta significativament en relacié al nombre de MN del

tractament amb sérum sali.

Per tal de corroborar la preséncia d'anticossos anti Semaforina en els serums es va
testar la proteina comercial recombinant Sema 3A (R&D Systems) amb técniques
de Western Blot. El resultat de I'experiment es pot veure en la Figura 18. Es va
carregar la proteina comercial a un gel d’acrilamida i es va realitzar el WB utilitzant
com a anticos primari: 1. anti Sema 3A (Santa Cruz). 2. fraccié IgG serum ELA. 3.
fraccid IgG serum control. En els altres carrils es van fer controls sense anticos
primari, carril 4 només anticos secundari anti-goat i carril 5, només anticos

secundari anti-human. S’observa que tant I'anticos comercial anti Sema 3A com les

103



IgG patologiques reconeixen la prteina Sema 3A. Les Ig G de sérums control i els
altres controls interns van donar resultats negatius. Aixi, amb aquesta técnica
protedmica es torna a demostrar que en sérums humans patologics hi ha anticossos

contra la proteina Sema3A.

Sema 348/Fc
125kDa

Sema 34
SSkDa

BSA
62kba

Fe
25ka

Figura 18: WB de proteina recombinant Sema 3A on s’ha utilitzat com a anticos
primari: 1. anti Sema 3A (Santa Cruz). 2. fraccié IgG sérum ELA. 3. fraccio IgG
serum control. 4. només anticos secundari anti-goat. 5. només anticos secundari
anti-human. El recuadre demostra que |'anticos comercial i les IgG patologiques

reconeixen la proteina comercial.

3.2.4 Produccié i purificacio de proteina Semaforina recombinant en
cél-lules COS7?.

Per tal de poder fer més experiments i no tenir limitacions per la disponibilitat de la
proteina semaforina, es va decidir produir la proteina recombinant al laboratori. Es
va optar per produir Semaforina 3A, ja que aquesta havia estat identificada en el
reconeixement d'un sérum patologic i els experiments previs amb proteina
comercial havien estat fets amb aquesta forma proteica. Aixi, cél-lules COS7 van
ser transfectades amb el plasmid que contenia AP-Sema 3A, i mantingudes en
cultiu durant 72 hores. Passat aquest temps, el medi de cultiu es va recuperar i es
va concentrar. Per tal de purificar la Sema 3A es va fer una cromatografia d’afinitat
i posteriorment es va comprovar la preséncia de Sema 3A mitjancant un Western
Blot utilitzant com a anticos primari anti Sema 3A de Abcam. Com es pot veure en
la Figura 19, la proteina no apareixia en el primer eluit, ja que era la part que no va

quedar retinguda en la matriu. En la carrera 2 i en la carrera 3 es pot veure com
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I’'anticos reconeix la proteina que ha estat eluida amb la solucié d’elucié. Es per aixo
gue amb aquest experiment queda comprovada la produccié de Sema 3A en

cél-lules COS7 i la seva posterior purificacio.

Non bounded fractionl fraction2

”-—-

Figura 19: Western Blot utilitzant Anti Sema 3A (Abcam) com a anticds primari de
les diferents fraccions obtingudes de la purificacié de Sema 3A amb una columna de
cromatografia d’afinitat. En la segona i tercera carrera és on s’observa la proteina
Sema 3A. Non bounded: fraccié no unida a la columna. Fraction: fraccio unida a la

columna i eluida amb el tampé d’elucio.

3.2.5 Uni6é dels anticossos circulants de sérums patologics a proteina
Sema3A. ELISAs.

Per tal de caracteritzar sistematicament i de forma estandaritzada la preséncia
d’anticossos anti Semaforina en els sérums es va optar per utilitzar un test d’ELISA.
Donat que la Unica proteina comercial de Sema 3A (R&D Systems) porta unida una
regié constant Fc d‘immunoglobulina humana i que I'lanticds secundari adequat per
unir-se als sérums humans és també un anti-huma, va ser impossible utilitzar
aquesta proteina comercial per fer el test. Aixi, es va produir la proteina
recombinant amb técniques de biologia molecular. Els sérums es van testar en la
ELISA utilitzant-los com a anticossos primaris contra la proteina recombinant AP-
Sema 3A com a antigen, secretada per les cel-lules COS-7 al medi de cultiu i
posteriorment concentrada i purificada. Els seérums utilitzats van ser: sérums
CONTROL (n=9), pertanyents a persones sanes sense cap malaltia
neurodegenerativa diagnosticada, sérums de pacients amb alguna malaltia
neurodegenerativa (Alzheimer, Parkinson i Miasténia gravis), etiquetats com a
PATOLOGICS (n=10) i sérums de pacients amb malaltia de la MN (ELA o LMD),
etiquetats amb diferents nimeros segons el codi aportat pels diferents centres
hospitalaris que ens van cedir les mostres. Els resultats del test d’Elisa es poden
veure en la Figura 20. Com es pot observar, en 7 dels 20 seérums patologics ALS i
LMD hi ha diferencies significatives pel que fa la densitat optica (que implica
reconeixement de l'antigen Sema 3A per l'anticos) respecte els sérums
PATOLOGICS. Com a referéncia estadistica es va utilitzar el valor dels sérums

PATOLOGICS ja que es va observar que presentaven una diferéncia significativa pel
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que fa la densitat Optica en relacié als serums CONTROL. El significat d’aquest fet
es desconeix. Aixi, es demostra la preséncia d’autoanticossos anti Sema 3A en
alguns sérums de pacients amb malalties de la MN. Aquesta preséncia seria propia
només d’aquest tipus de malaltia i no d’altres malalties neurodegeneratives. El fet
gue utilitzant com a anticos primari I’'anticds comercial ABCAM s’obtinguin valors de
densitat optica similars als valors significativament superiors dels sérums ELA

corrobora aquest fet.

OD (492nm)

SERUMS

Figura 20: Representacié grafica dels resultats del test d’ELISA de l'assaig del
reconeixement per part de diferents sérums humans de la proteina recombinant
AP-Sema3A, on s’observa que alguns dels sérums de malalts d’ELA mostren
diferéncies significatives amb els sérums CONTROL i PATOLOGICS pel que fa la
densitat optica, que implica un reconeixement per part del serum de l'antigen
Sema3A. *p<0.05, **<0.01, ***<0.001 ANOVA d’un factor post hoc DMS test vs
PATOLOGICS.

3.2.6 Assaig de colapse de conus de creixement amb Semaforina i la seva
inhibici6é per part de sérums patologics

Per tal d'investigar l'activitat funcional dels autoanticossos anti Sema 3A en sérums
de pacients amb ELA es va realitzar un assaig d’inhibicié del colapse de conus de
creixement en neurones de ganglis raquidis (DRG), estimulades amb NGF, d’embrid
de pollastre E7. Segons Raper i Kapfhammer (1990) la Semaforina és capac de

colapsar i tancar els conus de creixements dels axons dels DRG, per tant, si en els
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sérums hi ha anticossos anti Semaforina, aquesta inhibicié dels conus de
creixement quedara revertida i la morfologia oberta del conus es mantindra.

Després de la seva disseccid, del seu cultiu amb medi amb concentracié de NGF de
20ng/ml durant 24 hores i d'una pre-incubaci6 amb medi de cultiu amb la
concentracid de NGF disminuida (10ng/ml) durant 40 minuts, els ganglis van ser
sotmesos durant 1 hora al tractament adequat. Després de fer el recompte de n=3
minim de ganglis es va mesurar el percentatge de colapse induit com el ratio de
conus tancats respecte el total de, com a minim, 50 conus contats per cada gangli.
Com a exemple, en la Figura 21 es pot observar la morfologia de conus de

creixement oberts (a) i de conus de creixement colapsats i tancats (b).

Figura 21: Imatges de conus de creixement oberts (a) i colapsats (b) provinents de

ganglis de l'arrel dorsal d’embrié de pollastre de 7 dies.

El primer experiment que es va fer va tenir com a objectiu fixar la dosis de
Semaforina 3A (R&D Systems) amb la qual es treballaria posteriorment. Es buscava
la dosi minima de treball amb la qual hi hagués un colapse significatiu de conus.
Aixi, es van testar diferents concentracions de Semaforina 3A: 0, 25, 50, 100, 200 i
300 ng proteina/ml. A partir d’aquest experiment es va decidir utilitzar la dosis de
25 ng/ml de Sema 3A per portar a terme l'‘assaig de colapse amb els sérums
humans, ja que aquesta era la dosis minima que produia un colapse significatiu
(Figura 22).
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Figura 22: Percentantge de Conus de Creixement Colapsats després del tractament
amb diferents concentracions de Semaforina 3A. *p<0.05, **<0.01, ***<0.001
ANOVA d’un factor post hoc DMS test vs 0 ng Sema 3A/ml.

Per comprovar que el metode funcionava, es van fer experiments de colapse amb la
Sema 3A (R&D Systems) i I'anticds comercial anti Sema 3A (Abcam). El que caldria
esperar és que |'efecte inhibidor del colapse de conus de la Sema 3A fds inhibit per
I'anticos anti Sema 3A. Aixi, el que es va fer va ser pre-incubar 1 hora els 25 ng/ml
de Sema 3A (R&D Systems) amb diferents dilucions de I'anticos. Es va veure que
quan aquest es diluia a 1:50 i a 1:100 amb els 25 ng de Sema 3A, els efectes del
colapse eren revertits significativament, com s’observa en les diferéncies
significatives entre aquestes dilucions i el control que es correspon al colapse sense
I'anticos (anomenat 25ng Sema) (Figura 23). D’aquesta manera es comprova

I’efecte inhibidor del colapse per part de I'anticos anti Sema 3A.
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Figura 23: Representacio grafica del percentatge de Conus de Creixement colapsats
després de la pre-incubacié de la proteina Sema 3A amb diferents dilucions de
I'anticos anti Sema 3A de Abcam, on s’observa que amb les dilucions 1:50 i 1:100
queda revertit l'efecte colapsant de la Semaforina 3A. *p<0.05, **<0.01,
***<0.001 ANOVA d’un factor post hoc DMS test vs 25 ng Sema.

Una vegada es van fer tots aquests experiments, es van analitzar llavors diferents
dilucions d’un sérum patoldogic que havia mostrat resultats positius en el test
d’ELISA. Es va triar per fer aquest primer assaig de test de concentracions el serum
numero 26, i es van utilitzar dilucions de 1:10, 1:25 i 1:50. Com es pot veure en la
Figura 24, de les dilucions de sérum pre-incubades amb Sema 3A va ser la dilucié
1:10 la que va permetre inhibir I'efecte de colapse de conus de creixement de la
Sema 3A. Per contra, les dilucions 1:25 i 1:50 no eren suficientment potents per
revertir I'efecte de colapse de la Semaforina. Un sérum control 1:10 tampoc era

capac d’aturar I'efecte d’inhibicié dels conus de creixement de la proteina Sema 3A.
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Figura 24: Representacié grafica del percentatge de conus de creixement colapsats
després d’una pre-incubacié de 25ng proteina Sema 3A amb diferents dilucions de
seérum patologic nimero 26 (1:10, 1:25i 1:50) i amb sérum control a 1:10. Es pot
observar que amb la dilucié 1:10 del serum patologic es reverteix |'efecte colapsant
de conus de la Semaforina 3A. *p<0.05, **<0.01, ***<0.001 ANOVA d’un factor

post hoc DMS test vs Sérum Control.

Es va decidir provar llavors altres sérums que havien obtingut un resultat
significativament positiu en la ELISA amb una Unica dilucié, 1:10. Es van triar per
fer aquest experiment els serums 3, 10 i 13, a més d’un sérum huma control. Es va
procedir de la mateixa manera, pre-incubant els serums humans a dilucié 1:10 amb
els 25 ng de Semaforina 3A i fent després I'assaig de colapse amb els ganglis. Com
es pot constatar en la Figura 25, els 3 sérums triats per fer I'assaig de colapse van
donar resultats significatius pel que fa el control, ja que van ser capacgos de reduir
significativament el percentatge de colapse dels conus de creixement respecte el
sérum control. Amb aquests experiments es va demostrar llavors que aquests tres
sérums patologics, el nimero 3, 10 i 13, a més del nimero 26, testat préviament,
eren capacos d’inhibir significativament el colpase de conus produit per la
Semaforina 3A. S’afirma d’aquesta manera, amb metodes diferents del MALDI TOF,
de recomptes cel-lulars i de la ELISA, la preséncia d’autoanticossos anti Sema 3A,

en alguns serums de malalts de malalties de la MN.
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Figura 25: Representacié grafica del percentatge de colapse de Conus de
creixement després d’una pre-incubaciéo de 25ng proteina Sema 3A amb diferents
serums patologics, que havien donat resultats significatius en les ELISAs, a dilucio
1:10. Els resultats mostren una reduccié en el percentatge de conus colapsats
respecte el sérum control també a dilucié 1:10. *p<0.05, **<0.01, ***<0.001
ANOVA d’un factor post hoc DMS test vs Sérum Control.

3.2.7 Unio dels anticossos circulants de sérums de ratolins transgénics
SOD1%%A 3 proteines del sistema nerviés de pollastre.

Paral-lelament es va voler investigar sobre la preséncia d’anticossos circulants en el
sérum de ratolins transgénics hSOD1%°**, Es van testar sérums d’animals de
diferents edats (60 dies post natal, P60, P90 i P120) com a anticossos primaris
contra proteines de diferents teixits d’embrid de pollastre. Com s’observa en la
Figura 26, els sérums dels animals transgénics sén capacos de reconeixer proteines
del Sistema nerviés de l'embrié de pollastre. Aquestes eren proteines de pes
molecular al voltant de 90 kDa. Malgrat aquesta troballa, no es van identificar

aquestes proteines reconegudes.
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Figura 26: WB de diferents teixits d’embrié de pollastre E10 utilitzant com a anticos
primari diferents sérums de ratolins Wild type (C) i transgénics hSOD1¢%%** (T) de
60, 90 i 120 dies.

3.3. Reactivitat de I'anticos anti-P2X4 en el model de rata transgénica
SOD1G93A

3.3.1 Expressio de P2X en el model de rata transgénica SOD16934

Per tal d’explorar si els receptors P2X juguen un paper important en la degeneracié
de MN en la patologia de ALS, es va estudiar I'expressié de P2X;, P2X,, P2X3, P2Xy,
i P2X; en la medul-la espinal de rates transgéniques hSOD1%%*A, Com es pot veure
en la Figura 27, les imatges d'immunohistoquimiques d’animals transgenics de 120
dies no presentaven marcatge per P2X;, P2X,, P2X5 i P2X5, a excepcié del marcatge
de P2X, de cél-lules en contacte amb el liquid cefaloraquidi (d’acord amb les
troballes de Stoeckel et al., 2003) i del marcatge de P2X; associat a microglia. En
aquest ultim cas, hi havia més marcatge en animals transgenics que en els wild
type degut a l'activacié microglial que presenten els primers en estadis avancats de
la malaltia.

Pel que fa P2X4, en el cervell normal, ceél-lules mononucleades perivasculars
mostraven un cert grau de immunoreactivitat d’acord amb el préviament descrit per
Xiang i Burnstock (2005). A més, cossos cel-lulars neuronals adjacents al quart

ventricle i al nucli vestibular lateral també mostraven aquest marcatge.
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Figura 27: Marcatge del receptor P2X en medul-la espinal de rates transgéniques

hSOD®?** observat a microscopia de contrast de fases. A, B, D: abséncia de
marcatge per P2X;, P2X,, P2X5. C: positivitat de P2X, en cél-lules en contacte amb
el liquid cefaloraquidi. E: fort marcatge a P2X, de MN de la banya ventral i fibres

nervioses. F: marcatge per P2X; associada a microglia. Escala : 100um.

3.3.2 Immunoreactivitat de [I'anticos anti-P2X, associada a MNs
degenerades en el model de rata transgénica mSOD1%93*

No obstant, es va observar un elevat marcatge de P2X, en matéria grisa de rates
mSOD®%3* j en la lamines Rexed 5, 6, 7, 8 i 9. En la lamina 4 el marcatge era molt
menys intens, i en les lamines 1, 2 i 3 el marcatge era totalment absent. Les
estructures P2X, positives es corresponien a fibres i grans cossos neuronals.
Aguests Ultims es trobaven principalment en la lamina 9, identificant-se com a MN
de la banya ventral.

Per tal de determinar si aquest marcatge de P2X, era realment una diferéncia entre
animals controls i transgenics es van realitzar dobles immunofluorescéncies (Figura
28) de medul-la espinal dels dos tipus de rates (A-C i G, rates transgéniques, D-F i
H, rates control) de 150 dies. Com s’observa, en la mostra transgénica hi havia un
marcatge de P2X, a nivell de banya ventral (VR) molt més elevat que a nivell
d’arrel dorsal (DR). El marcatge per P2X, era practicament inexistent en la mostra
control. (A i D, marcatge per P2X,, B i E marcatge per DAPI, Ci F: unié d'ambdds).

En la Figura 28G es mostren detalls de la banya ventral d’una rata transgénica de
150 dies, i en la Figura 28H d’una rata control de la mateixa edat, delimitades per

una linia discontinua, on es va fer un doble marcatge de P2X, (vermell) i DAPI
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(blau). Es pot veure clarament el fort marcatge per P2X, en la mostra transgénica
perd no en la control. Observant la Figura 28 I, J, K, L, P es pot veure que la
immunoreactivitat de P2X4 no colocalitzava amb el marcatge per astroglia de GFAP
(verd), ni amb marcatge per microglia amb BS-1 (Figura 28M, N, O, Q). El que se'n
dedueix és que el tipus cel-lular que immunoreacciona amb P2X, sén les MN. No

obstant, el que si s’‘observa és que les MN marcades amb P2X; sén embolcallades

per cel-lules fagocitiques microglials (M-0).
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Figura 28: Immunoreactivitat de P2X, en seccions de medul-la lumbar de rata
transgénica (A-C, G) o wild-type (D-F, H) on es posa de manifest marcatge per
P2X, (A'i D, vermell) i per DAPI (B, E, blau). Ci F: superposicié de les dues imatges
respectives. G i H: detall de la banya ventral amb un doble marcatge de P2X4
(vermell) i DAPI (blau) de medul-la espinal de rata transgenica (G) i control (H). I,
], K, L: el marcatge amb P2X, (vermell) no colocalitza amb el marcatge amb GFAP
(verd) ni amb el marcatge per la Lectina BS-1 (M, N, O ). En els dos casos,
I'analisis de la colocalitzacié determina I'absencia de doble marcatge en estructures
cel-lulars ( P, Q). Escala: 500 um en A-F, 200um en G, H, 100 um en I, 100uM en J,
K, L, 50 um en M, N, O.

Quan el marcatge de P2X; es combinava amb un marcador neuronal, com NeuN
(Figura 29), s’observava que les cél-lules positives per P2X, no ho eren per NeuN,
cosa que suggeria que la positivitat per P2X, implicava una péerdua de marcatge per
NeuN (Figura 29 A, B), és a dir, una pérdua de viabilitat neuronal. Els contatges de
cel-lules positives per NeuN indicaven una perdua neuronal a P90 en rates
transgeniques, que queia drasticament a P120-P150. Contrariament, el marcatge
de P2X4 comencgava a P90 (Fig. 29 D, E i F) i augmentava notablement a P120-P150
(Fig. 29 G, H i I). Aixi, la intensitat de fluorescéncia va ser mesurada per MN
individuals i es va poder observar la relaci6 inversa d’intensitat dels dos marcadors,
ja que en estadis avancats de la malaltia (P120-150) la positivitat per P2X, era molt
superior que en estadis presimptomatics (P30) (Figura 30 A, B, E-M), al revés que

el marcatge per NeuN, que era molt més evident en rates joves i quasi inexistent
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en animals malalts. La relaci6 P2X4/NeuN és 4.34 vegades major en animals
transgénics vells que en joves (Figura 30 C,D), cosa relacionada amb la pérdua

motora d’aquests animals simptomatics (Figura 29 C).
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Figura 29: Curs temporal de la immunoreactivitat de P2X, en medul-la espinal de
rata mSOD1%%3" i |a seva relacié amb la progressié de la malaltia. A, B: mitjana+/-
SEM del nombre de MN de la banya ventral de la medul-la espinal positives a NeuN
(A) o P2X, (B). C: Resultat del test de Paw-print de rates WT i transgéniques de
diferent edat. A destacar la relacié inversament proporcional entre el nombre de MN
NeuN positives i el marcatge de P2X, i la seva correlacié amb la capacitat motora
dels animals. D i I: Seccions representatives de talls de medul:-la espinal lumbar de
rates P90 (D-F) i P150 (G-I) amb un doble marcatge per NeuN (D,G, verd) i P2X4
(E, H, magenta) i la unidé d’ambdues (F, I). El nombre de MN va ser obtingut
després de contar de 20 a 72 seccions de dos animals diferents de cada condicié.
Pels Paw-prints, cada punt representa la mitjana de 4 a 19 animals per cada
condicid, test Mann-Whitney Mann-Whitney: **, P < 0.0001; *, P< 0.01 vs wild
type en A. Mann-Whitney test: *, P < 0.0001 vs wild type en B. ANOVA test: **,
P<0.0001; *, P < 0.05 vs wild type en C. Barra: 500 um.
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Figura 30: Dissociacié del marcatge per immunofluorescencia de MN individuals de
rates que han desenvolupat la malaltia. A, B: intensitat de fluorescéncia de NeuN i
P2X4 mesurada i quantificada en MN de la banya ventral de la medul-la espinal de
rates control i transgéniques de P30 i P150. C, D: Mitjana de la ratio de
fluorescencia de P2X4/NeuN mesurada en els cossos cel-lulars de MN de cada
condicio, representada en barres verticals. Test Mann-Whitney: *, P < 0.0001 vs

wild type. E-M: Cossos cel-lulars representatius mesurats. Barra: 50 um.

Malgrat algunes fibres P2X, positives es van detectar a la medul-la espinal
d’animals transgénics P60, la forta immunoreactivitat per P2X, en el soma i
dendrites de MN s’observava basicament a partir de P90. En aquesta edat, el
marcatge era homogeni i sovint s’estenia al nucli (Figura 31). El marcatge per DAPI
indicava que les MN P2X, positives no tenien la cromatina especialment
condensada. A P120-150, les MN P2X, positives estaven sovint encerclades per
nuclis de cel-lules no neuronals, suggerint que un reclutament microglial apareixia.
Les MN P2X, positives mostraven també signes de neuronofagia, on grups de
cel-lules microglials semblaven estar completament immerses en el citoplasma
neuronal desintegrat.

La destruccio del citoplasma de les MN implicava alhora pérdua d'immunoreactivitat
per P2X,. La natura microglial del fenomen es confirmava amb un marcatge per
OX-42. Semblava que, en estadis inicials de I'adquisicié de la forta positivitat per
P2X, (P90), les MN no mostraven una intima associaci6 amb cél-lules microglials.
Aix0 indicaria que primer s’adquiria el marcatge per P2X, i després es mobilitzaria

la microglia.

117



. roowTH B P30Go3AJC .PooGosa D E .P150 Go3A

Figura 31: L'adquisicié de la immunoreactivitat per P2X,; continua amb la interaccié
amb microglia. A, A’: en el control, poques ceél-lules microglials ocasionalment
interaccionen amb MN, sense marcatge per P2X,. B, B’: en estadis presimptomatics
(P30) MN d’animals transgeénics mostren un débil marcatge per P2X, i poca
preséncia de cel-lules microglials a la banya ventral de la medul-la espinal. C, C":
cossos cel-lulars positius a P2X4 son primer detectats a P90 sense estar en contacte
amb microglia. D, D’, E, E: a P150, ceél-lules microglials envolten cél-lules P2X,
positives, i algunes pateixen processos de desintegracié per neuronofagia (Fletxes).

Barra:20 um.

D’acord amb l'abséncia de cromatina condensada, les MN degenerants P2X,
positives no manifestaven marcatge per TUNEL (Fig. 32A-D). D'altra banda, el baix
nombre de cel-lules TUNEL positives observades en la medul-la espinal d’animals
transgénics SOD®?** tenien condensada la cromatina perd no mostraven marcatge
per P2X, (Fig. 32E-H).

Malgrat el doble marcatge de P2X, amb Caspasa-3 no era factible perquée els dos
anticossos son fets en conill, quan ambdues immunoreactivitats eren estudiades en
talls consecutius, es podia observar que les MN amb un fort marcatge per P2X,; no
eren marcatges amb Caspasa-3 (Fig. 32 I-]). Aquests resultats indicaven que la
forta immunoreactivitat per P2X, no s’associava a la tipica apoptosi. Per corroborar
la dissociacié entre la mort apoptotica i el marcatge amb P2X,; es van realitzar
experiments d’axotomia del nervi ciatic. Es va poder confirmar que la mort
apoptotica de MN després de 3 dies d’axotomia no produia marcatge per P2X, (Fig.
32K, L)
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Figura 32: Abseéencia d’associacid entre marcatge per P2X, i marcadors de mort

cel-lular per apoptosi. A-D: un exemple de cel-lules degenerants presents a
medul-la espinal d’animals transgénics mostrant que la immunoreactivitat per P2X,
(C,I) no esta lligada a morfologia apoptotica (A), positivitat per TUNEL (B) o
positivitat per caspasa-3 (J). E-H: ceél-lula amb nucli apoptotic (E) mostrant
positivitat per TUNEL (F), que no queda marcada amb P2X, (G). K, L: apoptosi MNIs
(fletxes) van ser induides en la medul-la espinal d’'una rata de 3 dies postnatal (P3)
per axotomia del nervi ciatic. Les MN amb morfologia apoptotica no presenten
positivitat per P2X4 (L, en vermell). Els somes de les MN han estat delimitats per

una linia discontinua. Barra: 10 um en A-H, 25 um en I-l.

Els axons ventrals de rates transgeniques, perd no els dorsals, van ser marcats
positivament amb anticossos P2X, en etapes inicials del desenvolupament de la
malaltia. En individus WT el marcatge era absent tant en arrels dorsals com
ventrals (Figura 33 A, D). En animals transgénics a P30, quan els axons de la banya
ventral no mostraven encara canvis degeneratius apreciables, com alteracions a la
mielina, i quan la positivitat a P2X4 en la medul-la no s’havia desenvolupat encara,
les arrels ventrals i els axons motors de la substancia blanca mostraven un intens
marcatge per P2X, (Fig. 33 B, E). En etapes finals, P150, quasi tots els axons de les
arrels ventrals eren englobats per cél-lules de Schwann fagocitiques, mostrant-se
com a residus axonals fortament marcats per P2X, (Fig. 33 C, F). Tots aquests

aspectes estan clarament reflectits en la Figura 33 H, on la intensitat del marcatge
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de P2X, en arrels ventrals vs. arrels dorsals és unes 7 vegades major en animals

transgénics que en controls.
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Figura 33: Marcatge per P2X, en medul-la espinal i arrels dorsals d’animals controls
i transgeénics. A-G: en animals controls, el marcatge per P2X, és practicament
absent en arrels dorsals i ventrals (A, D). El marcatge és adquirit en arrels ventrals
(A-C, G) pero no en dorsals (D-F) en rates transgeniques malaltes. La positivitat
per P2X, en axons ventrals de rates transgéniques comenca a P30, quan encara els
canvis morfoldogics degeneratius no s’han desenvolupat (B). A P150 la majoria dels
axons ventrals estan degenerant, i el marcatge per P2X; és molt elevat (C). Un
detall d'axons positius a P2X,; emergint de la medul-la espinal (SC) per formar
I'arrel ventral (VR) es pot observar a (G), on les arrels estan delimitades per una
linia discontinua i el limit de la medul-la espinal esta delimitat per una linia
continua. H: la ratio de valors d’intensitat de marcatge per P2X, en arrels dorsals
comparades amb arrels ventrals va ser mesurada. La linia horitzontal representa el
valor de 1 observat en animals controls. Com a minim 5 arrels van ser mesurades
per cada condicié. Test de Mann-Whitney, *, P<0.002 vs wild type. Les barres

d’error sébn massa petites per ser representades. Barra: 100um.
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3.3.3 Localitzaci6 ultraestructural del marcatge de P2X,

El marcatge ultraestructural de P2X, de medul-la espinal d’animals mSOD®%3*

a
P150 mostrava que, a part dels axons, dendrites i cossos degenerants, el marcatge
s'associava amb estructures citoplasmatiques de MN de la banya ventral que,
d’altra banda, no mostraven canvis ultraestructurals indicatius de neurodegeneracié
(Figura 34). Per exemple, no hi havia signes de condensacié de cromatina o dany
als organuls. Semblaria que els diposits immunoreactius es localitzarien entre la
superficie de petites vesicules membranoses, amb mitocondries i citoesquelet
desprovistos de marcatge. En dendrites i axons, el marcatge seguiria una

distribucio similar: els terminals presinaptics en la sinapsi axodendritica no estaven

marcats.
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Figura 34: Localitzacio ultraestructural de la immunoreactivitat de P2X, en la banya
ventral lumbar d’animals control i transgénics en etapes finals de la malaltia. Es
mostren els resultats de pre-embeding (A-F, H) i de post-embeding (G). Per
facilitar la identificacid dels diposits de plata del pre-embeding s’ha sobreposat una
capa magenta. A: cos de MN control amb escas marcatge per P2X4. N: nucli. B:
exemple de cos de MN on el marcatge per P2X, és principalment localitzat en el
citoplasma. El nucli (n) no mostra condensacié de la cromatina, i no s’observen
canvis degeneratius en aquesta MN. El marcatge adquireix una distribucid
equivalent a la distribucié granular observada a microscopia Optica. C: Fort
marcatge per P2X; en un axé d’'una MN degenerant mostra que els feixos de
neurofilament (nf) estan desproveits d’'immunoreactivitat. D: Imatge ultrestructural
presa d’'una mostra processada per microscopia electronica convencional que
mostra l'aspecte d’'un axé degenerant equivalent a C perd sense visualitzar el
marcatge. E: Magnificacié del marcatge per P2X; en una dendrita on s’observa
I'absencia de marcatge en mitocondries (m). F: Diposits de P2X, distribuits entre
organuls membranosos dendritics. A destacar I'abséncia de marcatge en el terminal
presinaptic en aquesta sinapsi axodendritica (encerclada). G: exemple de marcatge
amb or de P2X,; en un axd mielinitzat obtingut per procés de freeze-substitution
post-embeding. My: beina de mielina. Les particules d’or es concentren en I'axd. H:
detall de marcatge per P2X, mostrant la distribucié ultraestructural equivalent a
I'aparencga granular observada a microscopia Optica. Barra: A-E, H: 2um, F: 0.5um,
G: 0.2 um.

3.3.4 Localitzacio del marcatge de P2X, en la unié neuromuscular.

Es va observar el marcatge per P2X, en unions neuromusculars de rates
transgéniques SOD®®*A, En la majoria de casos els musculs van ser estudiats
utilitzant simultaniament quatre fluorocroms: DAPI, Alexa Fluor 488, Alexa Fluor
546 i Cy5, per revelar, respectivament, localitzaci6 de DNA, Receptor Nicotinic
d’Acetilcolina (AChRs), marcatge per P2X4 i axons intramusculars (Figura 35).

En animals controls no es van observar sinapsis neuromusculars marcades amb
P2X4 (Fig. 35A-C). A P17 moltes de les plaques estaven inervades perd sense
marcatge per P2X,. A P30 les unions neuromusculars detectades en el muscul
gastrocnemicus (bessons) estaven ocasionalment marcades, perd no mostraven
immunopositivitat els axons intramusculars. A P60 i P90 moltes de les plaques
observades en el extensor digitorum longus (EDL), soleus, tibial i gastrocnemicus
mostraven positivitat per P2X, associada a terminals pre-sinaptics, cosa que
s’evidenciava després del marcatge per AChRs i B-tubulina en microscopia confocal

(Fig. 35 D-M). A P150 no es van observar estructures pre-sinaptiques; la majoria
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de les plaques estaven denervades o presentaven canvis que alteraven la
morfologia post-sinaptica, com fibres re-inervades per multiples terminals. Aixd
suggeria que hi havia fenomens de sinapsis re-inervades (Fig. 35 O-S). Aquests
nous terminals nerviosos no mostraven positivitat per P2X,;. En alguns casos,
s’observaven diposits de materials positius, possiblement degut a reminiscéncies de

la sinapsi original (Fig. 35 N-U).
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Figura 35: Positivitat per P2X, en la unié neuromuscular d’animal control (A-C) I

transgénic (D-U). Les unions neuromusculars van ser estudiades per marcatge
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multiple: a-bungarotoxina (verd) per AChRs, (magenta en B, E, H, vermell en L, P,
T) i B-tubulina (blau). EI marcatge per P2X, és absent en animals control i
transitoriament present en animals transgénics (D-U). El muscul soleus, a P60 (D-
F) o el EDL a P90 (G-I) van ser observats a microscopia confocal. Un senyal positiu
per P2X, amb una distribucié complementaria a AChRs es pot observar, suggerint la
localitzacié pre-sinaptica. J-M: La localitzacié pre-sinaptica del marcatge amb P2X4
va ser confirmada utilitzant un marcador d’axons en un muscul soleus de P60.

N-U: en estadis avancgats de la malaltia, les presumptes re-innervacions estan
desproveides de marcatge per P2X,, com es pot veure en les seccions de EDL d’una
rata transgénica. Residus de marcatge es van detectar en R-U, i podrien ser restes

del terminal pre-sinaptic degenerat. Barra: 20um.

3.3.5 Immunoreactivitat de [I'anticos anti-P2X, associada a MNs
degenerades a cortex cerebral i tronc de I'encéfal en el model de rata
transgénica SOD1%%3A

Esta plenament acceptat que el procés degeneratiu de la ELA afecta tant les upper-
MN, neurones situades en arees motores del cervell i tronc de I'encéfal com les
lower-MN, MNs situades a la medul-la espinal. Per aquesta radé es va intentar
explorar la positivitat per P2X, en cervells d’animals en estadis finals de la malaltia.
En animals control, el marcatge per P2X, es va observar en cossos cel-lulars del
nucli vestibular (nucli de Deiter o nucleus magnocellularis, Figura 36 C, D), aixi com
també en petites cel-lules mononuclears que envoltaven capil-lars sanguinis
intracerebrals i que residien en el teixit connectiu. Cap de les fibres nervioses ni
cossos cel-lulars van mostrar un especial marcatge per P2X, en cap altra regio del
sistema nervids central. Com s’esperava, MN degenerants i fibres nervioses de
rates transgéniques SOD1°** van resultar altament immunopositives a P2X, en
nuclis motors cerebrals excepte en I'oculomotor (III), troclear (IV) i nucli abducens
(VI). Cal tenir en compte que el nucli oculomotor té una lenta afectacié en malalts
d’ELA (Martin i Swash, 1995). Per contra, MN degenerants P2X, positives i fibres
s’identifcaven clarament en el nucli trigemin (V), facial (VII), ambigu (IX, X i XI) i
hipoglds (XII, Figura 30 I, J). Les MN P2X, positives en nuclis motors superiors
s’associaven comunament a microglia activada (OX-42 positivitat), que solia
envoltar els cossos cel-lulars i neurites d’acord amb el patré observat en MN de la
banya ventral de la medul:la espinal. En el cortex cerebral, es van identificar
neurones piramidals en la cinquena capa P2X, positives (Figura 36 A, B). Aquests
resultats concorden amb la distribuci6 esperada de MN no degenerants en
rosegadors models d’ELA.

No obstant, a més d’aquestes estructures, altres grups neuronals es van trobar

marcats en animals transgénics perd no en control. Son cossos cel-lulars i fibres del
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nucli vestibular superior, neurones cerebel-lars i la formacié reticular. El marcatge
per P2X, es va detectar en neurones serotoninérgiques (Figura 36K). Tot i aix0, la
majoria de les fibres serotoninérgiques del tronc de I’'encéfal no colocalitzaven amb
P2X,.

El sistema noradrenergic també es troba afectat en estadis finals de la malaltia, és
per aixd que també es veuen marcades per neurones i fibres del locus coeruleus,
delimitat per marcatge amb Tirosina-hidroxilasa, TH (Figura 36 E, H). Algunes
cel-lules de Purkinje en el cortex cerebel-lar es van veure afectades també.
Aquestes dades es poden resumir en la Taula 1.

Patologicament, el marcatge per P2X4 es pot distingir facilment de neurones que
expressen P2X, naturalment. En rates control, les grans neurones del nucli
vestibular, que sén normalment P2X,; immunoreactives, el marcatge es reservava
Unicament al soma cel-lular i seguia una distribuci6 homogeénia (Figura 36 D). El
mateix patrd se seguia en rates transgéniques, cosa que suggeria que aquest nucli

en particular no era afectat per la malaltia (Figura 36 F).

D’altra banda, els cossos cel-lulars que mostraven una elevada immunoreactivitat,
també presentaven les dendrites marcades seguint un patré fragmentat o granular,
potser indicatiu de degeneracid (Figura 36G). Queda bastant clar que la forta
positivitat per P2X, esta lligada a degeneracié cel-lular, ja que en tots els casos

examinats aquestes cél-lules marcades estan associades a microglia neuronofagica.
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Figura 36: A, B: Immunopositivitat per P2X,; en neurones piramidals de la cinquena
capa del cortex motor de rata transgenica de P150. C, D: Neurones P2X, positives
normalment presents en en el nucli vestibular lateral (NVL) de rates control
mostren la distribucié homogénia de la positivitat per P2X, en cossos cel-lulars (IV:
cinqué ventricle). E: Doble marcatge fluorescent en cervell de rata P90 mostrant la
distribucié del marcatge per P2X, (magenta) i tirosina-hidroxilasa (verd) en un pla
que conté el NVL i el locus coeruleus (LC). A aquesta edat la positivitat encara no
s’ha desenvolupat. F-H: Seccié equivalent de rata transgénica de P120-150, que
demostra la preséncia de neurones P2X, positives en el LC. G: Ampliacido d’una
neurona degenerant de LC. La natura noradrenérgica de les neurones degenerants
de LC es demostra després del doble marcatge amb P2X, (magenta) i TH s’observa
en H. I: Seccid transversal de tronc de l|'encéfal de rata transgénica a P150
mostrant el nucli facial (FN, encerclat) marcant MN degenerants. J: Les MNs

degenerants P2X, positives (vermell) de rata transgenica P120 es concentren en el
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nucli ambigu, marcat amb DAPI (blau). K: Doble marcatge fluorescent de cél-lules
neuronals en el nucli rafe, que demostra que neurones degenerants P2X, positives
(magenta) colocalitzen (blanc) amb marcatge per serotonina (verd). Barra: 100um
enA,C,F,H 50umenB, D, G, J, 200 um en E, I, 25um en K, 20 um en H.

TABLE 1. Brain and Brainstem Distribution of P2X, in mSODS%4 Rat as
Revealed by Immunohistochemistry?

Dhstribution of P2X,-LIR mS0D15934 WT

Creulomotor nuclens - —
Trochlearis nuclens - -
Abducens nucleus Zi _

Motor trigeminal nucleus +++ -
Facial nucleus +4+4 —
Ambiguus nucleus +++ -
Hypoglossal nucleus + 4+ -
Motor cortex (pyramidal neurens, laver V) ++ -
Hyvpocampus - -
Cerebellar cortex (Purkinie neurons) + -
Cercbellar cortex (granular laveri - -
Locus coeruleus ++ -
Superior vestibular nucleus ++ -
Lateral vestibular nucleus ++ ++
Eeticular formation +i++ -
Eaphe nuclous +++ -

Inferior olivary complex - -

The proportion of P2X; immunopositive neurons at the distinet regions was scored
accnrd.'mdga'gm: 1100 [+, 10509 (++), =50% (+++ ), abzence of iImmunostaining {—).
mSOD1 "", subtype G93A of mutated superoxide dismutase; PEX-LIE, P2X,-like
immunoreactrvity; WT, wild tvpe.

Taula 1: Distribucié del marcatge per P2X, en cervell i tronc de I’encéfal en rates

SOD1%%%* revelada per immunohistoquimica.

3.3.6 Immunoreactivitat de I'anticos anti-P2X, associada a una afectacio
de les cel-lules cerebelars de Purkinje.

L'ds de I'anticos anti P2X, com a marcador de neurodegeneracid en rates
transgéniques SOD1%%** demostrava que, a més de cél-lules no-MNIs descrites
préviament, les ceél-lules de Purkinje cerebel-lars (PCs) també porten canvis
degeneratius evidents. A P90, algunes PCs ja van ser detectades amb el marcatge.
A P150 el nombre d’aquestes cel-lules marcades va augmentar considerablement,
intercalades amb neurones aparentment normals (Figura 37A, B).

Els contatges realitzats en tres animals terminals indicaven que 2.04 +£0.34% de
les PCs mostraven aquest canvi. El patré de marcatge de les PCs mostrava una

certa variabilitat: en alguns casos el marcatge comprenia tota la PC (cos cel-lular i
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dendrites) pero no I'axé i en altres casos Unicament |'arbre dendritic era fortament
marcat (Figura 37C-E).

Després de combinar marcatge amb P2X, i amb OX-42 per marcar la microglia era
evident que, en quasi tots els casos, les cél-lules P2X, positives estaven associades
a cel-lules microglials. L'observacié en detall amb microscopia confocal portava a la
idea que era el P2X, qui atreia la microglia, que migrava a través de fibres
paral-leles per arribar a la PC. La microglia llavors provocaria l'activitat fagocitica i
segments de PCs (per exemple, l'arbre dendritic) seria destruit, resultant una
pérdua de marcatge per P2X,. Fragments de material P2X, positiu s’observaven
sovint dins del citoplasma de cél-lules microglials, prop d’arees amb destruccié de
PCs (Figura 37G-I).

Es interessant veure que el nucli de cél-lules de Purkinje P2X4 positives no
mostraven cap alteracié apreciable (per exemple, condensacié de la cromatina)
comparada amb PC normals després del marcatge del DNA amb DAPI (Figura 37]-
M). Les PCs de rata P2X, immunopositives mostraven caracteristiques comparables

a les descrites en cerebel de ratoli transgénic SOD1%9%

en etapes finals de la

malaltia (Figura 37F).

A /
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Figura 37: Immunoreactivitat per P2X, en cél-lules de Purkinje en cerebel de rata
transgénica SOD1%%", A: ampliacié d’una secci6 transversal de cerebel processat
per marcatge amb P2X4- immunoperoxidasa on s‘observen PCs positives. B: PCs
P2X,4-positives (vermell) estan intercalades aparentment amb cél-lules normals
marcades amb calbindina (verd). La mostra també ha estat marcada amb DAPI,
gue permet veure la capa de cel-lules granulars. C-E: detall de marcatge amb
P2X,4- immunoperoxidasa de PCs en ratoli transgénic de P120. G-I: Triple marcatge
fluorescent que mostra immunoreactivitat per P2X; en PC (vermell) en combinacié
amb el marcador microglial OX-42 i marcatge de nuclis amb DAPI (blau), per
demostrar que les cel-lules microglials activades migren cap a PCs positives per
continuar el procés de destruccio cel-lular que segueix els seglients passos: G:
nombroses cel-lules microglials entren en contacte amb dendrites de cél-lules de
Purkinje positives. H: la microglia arriba i cobreix la PC continuant el procés
neuronofagic i pérdua de positivitat de P2X4. I: Cél-lula de Purkinje P2X, positiva
amb acumulaci6 de microglia. J-M: PC degenerants no postren canvis en
I'organitzacid de la cromatina, com es mostra en aquesta imatge amb triple
marcatge fluorescent de PCs nucli aparentment normal, P2X4-negativa, i la cél-lula
del costat, degenerant, P2X, positiva. Triple marcatge: J: calbindina en verd, K:
DAPI en blau, L: en P2X, vermell, M: unié dels tres. Barra : 250 um en A, 40 um en
B-I, 20 um en J-M.

3.3.7 Especificitat de I’'anticos anti P2X4 en el reconeixement de la proteina
P2X, en el model de rata transgénica SOD1934

Una questio important en aquests resultats era si una sobre-regulacié del receptor
d’ATP era la que portava a observar aquests canvis en la immunohistoquimica.
Després d’utilitzar l'anticos anti-P2X; en Western Blot (WB) amb extractes de
medul-les espinals, es van observar dues bandes principals tant en animals control
(wild type, WT) com en animals transgénics (G93A), amb pes molecular (Mw) de 58
i 42 KDa. Una banda d’uns 25 KDa va ser observada només en extractes d’animals
transgénics. L'estudi de les bandes es va portar a terme seguint un curs temporal
de la malaltia després del fraccionament cel-lular dels extractes. Les bandes de 58 i
42 KDa es van concentrar en la fracci®¢ membranosa (membrane), i grans canvis no
van ser detectats a P30-P90, comparant-se amb els controls. No obstant, en
animals de P120-150, una forta up-regulacié de la banda de 58 KDa va ser
observada (Figura 38A). En la fraccié soluble, la banda de 42 KDa no mostrava
canvis entre animals control i transgénics. La banda de 25 KDa es va detectar

clarament en aquesta fraccid soluble només en les condicions d‘animals
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transgénics, observant-se un increment d’intensitat de P30 a estadis terminals de la
malaltia (Figura 38B). El reconeixement de I'anticos s’eliminava si |'anticos era pre-

incubat amb el seu péptid d’inhibicio.
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Figura 38: Identificacié per WB de proteines reconegudes per 'anticdos anti-P2X, en
medul-la espinal de rata fraccionada. A: fracci6 membranosa. B: fraccié soluble. Les
guantitats relatives de proteina son representades per barres verticals. Les dades
van ser obtingudes de 7 separacions per SDS-PAGE de 3 teixits i extraccions

independents.

3.3.8 Identificacio de les proteines reconegudes per I'anticos anti P2X,
Donat que la proteina P2X, té un pes molecular (Mw) d’uns 43KDa i que s’havien
trobat altres bandes que no es corresponien amb aquest pes, es va decidir utilitzar
tecniques proteomiques per tal d’identificar aquestes bandes. Es van realitzar
tecniques d'Isoelectroenfoc, d’Electroforesis Bidimensional i MALDI-TOF per
identificar la banda de baix pes molecular apareguda i sobre-expressada en la
fraccid soluble de medul-la lumbar d’animal transgénic terminal (Figura 39). Es va
poder demostrar que la banda de baix pes molecular apareguda i sobre-expressada
en la fraccié soluble de medul-la d’animal transgénic SOD®?** de P150 no era P2X,,
sind que es tractava de la proteina Cu-Zn Super Oxid Dismutasa (SOD1),
corresponent al gen que s’havia insertat en el genoma de la rata com a model
d’ELA utilitzat.
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Figura 39: a. Western blot de medul-la lumbar d’animal WT i transgénic (G93A) de
P150 on es veu la banda baixa de 22kDa diferencial b. WB provinent d’electroforesi
2D de medul-la espinal de rata transgénica SOD®®** de P150 utilitzant per la
immunodeteccidé I'anticos anti P2X,. Espectre peptidic resultant de la digestid de la

proteina reconeguda per P2X,, identificada com a SOD1.

Per tal d’esbrinar el mecanisme responsable del reconeixement de SOD1 per part
de P2X, es van comparar les seves seqliéncies i es va poder veure que els
aminoacids de |'epitop responsable del reconeixement de P2X, eren de natura molt
similar a una regié hidrofobica que, en la SOD1 en condicions fisioldgiques Optimes,
es troba amagada (Figura 40). El fet que els nostres animals transgénics
sobreexpressin aquesta proteina i que s’acumuli, presumptament, mal plegada,

seria una explicacidé per aquest reconeixement.
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Figura 40: Comparacio de les sequéncies de |'epitop de P2X, amb la sequiéncia
complerta de SOD1, on s’observa la coincidéncia de la natura dels aminoacids
d’ambdds. Estructura quaternaria de SOD1 i detall de la zona reconeguda per P2Xy,

que es troba a la part interna de la proteina.

Per tal de comprovar que realment la proteina reconeguda per P2X, era SOD1 es
van realitzar diferents experiments. Es va procedir a fer Electroforesi Bidimensional
i Western blot utilitzant els anticossos anti-P2X, i anti-SOD1 amb el mateix tipus de
mostres de medul-la lumbar de rata transgénica de P150. Com es pot veure en la
Figura 41, els dos anticossos eren capacos de reconeixer el mateix patrdé de
proteines després d’un isoelectroenfoc i posterior electroforesis bidimensional. Aixo
afirmaria la hipotesis que l'anticds anti P2X, seria capag de reconeixer formes

especifiques malplegades de la proteina SOD1.
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IB SOD1 1B P2X4

Figura 41: Electroforesis Bidimensionals de medul-la espinal lumbar de rata SOD®*3*
de 150 dies i posterior Western Blot amb anti-SOD1 i anti-P2X4 on es pot arribar la

similitud del reconeixement del dos anticossos.

Posteriorment es van realitzar técniques d'Immunoprecipitacié (IP) mitjancant boles
de Sefarosa unida a proteina A de la fraccié6 soluble (S2) i técniques
d'immunoaillament de la fracci6 membranosa (P2’) mitjancant I'Us de boles
magnétiques Dynabeads® M-500 Subcellular (Dynal, ref 150.01) de medul-les
espinals lumbars. Com es pot observar en la Figura 42, el resultat que es va obtenir
és que els dos anticossos eren capacos dimmunoprecipitar proteines del mateix
Mw, que es correspon al Mw de la SOD1, que compartien el mateix patrd, i que
alhora estaven molt més expressades en condicions d’estadi avancat de la malaltia
en animals transgénics que no pas en estadis avancats o en animals control. Com
s’observa en la Figura 42 a la série superior, I'anticos anti-P2X, és capac de retenir
una proteina que després és reconeguda per l'anticos anti-SOD1, i la banda de la
qual es troba en el pes esperat per SOD1. Aixi mateix, I'anticos anti-SOD1 (Figura
42, série inferior) és capag de retenir una proteina que després és reconeguda per
I’'anticos anti-P2Xy, i la banda de la qual es troba en el pes esperat per SOD1, fet
que demostra que l'anticos anti-P2X, reconeix especificament formes mal plegades
de la SOD1.
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Figura 42: Els anticossos anti-P2X, i anti-SOD1 immunoprecipiten SOD1 d’extractes
de medul-la de rata transgénica SOD1%°3*A, Série superior: Imatges de WB realitzats
amb anti-SOD1 de mostres de medul-la espinal lumbar resultants del fraccionament
cel-lular en fraccié soluble (S2) i fracci®6 membranosa (P2’) d’animals controls de
120 (WT 120), d’animals transgénics de 30 dies (G93A 30) i animals transgenics de
120 dies (G93A 120), préviament immunoprecipitades amb anti-P2X,. Série
inferior: Imatges de WB realitzats amb anti-P2X,; de mostres de medul-la espinal
lumbar resultants del fraccionament cel:-lular en fraccié soluble (S2) i fraccio
membranosa (P2’) d’animals controls de 120 (WT 120), d’animals transgénics de 30
dies (G93A 30) i animals transgénics de 120 dies (G93A 120), previament

immunoprecipitades amb anti- SOD1.

A part, es va utilitzar la cromatografia d’afinitat per comprovar la IP (Figura 43).
Per fer-ho es va utilitzar el Microlink Protein Coupling kit (Pierce) amb mostres de
fraccié soluble (S2) d’animals controls de 120 dies (WT 120), d’animals transgenics
de 30 dies (G93A 30) i animals transgenics de 120 dies (G93A 120). La
cromatografia es va realitzar utilitzant 'anticos anti-P2X, i es va poder tornar a
demostrar que la proteina soluble reconeguda per aquest anticos era després
reconeguda per WB amb I'anticos anti-SOD1( Unbound: fraccions no lligades a la

matriu amb l'anticds. Eluted: fraccions lligades a la matriu amb P2X, i
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posteriorment eluides). Es per aixd que es va poder acabar de demostrar que

I'anticos anti-P2X, era capac de reconeixer espécies malplegades de SOD1.

WT120
G93A 30
G93A 120
WT120
G93A 30
G93A 120

s AR ——

IB Actin
Unbound Eluted

Figura 43: WB d’anti-SOD1 després de la Cromatografia d’Afinitat de P2X, de
mostres de fracci6 membranosa de medul-la espinal lumbar d’animals controls de
120 (WT 120), animals transgenics de 30 dies (G93A 30) i animals transgénics de
120 dies (G93A 120). Control d’actina: I’'actina només és detectada en les fraccions

que no han reconegut P2X,.

3.3.9 Especifitat del reconeixement de I’anticos anti P2X,; de formes
malplegades de la proteina SOD1

Per tal de demostrar que realment l'anticos anti P2X,; reconeixia formes mal
plegades de la proteina SOD1, presents Unicament en animals transgenics en
estadis avancats de la malaltia, es van realitzar experiments on es va
desnaturalitzar in vitro la proteina SOD1 comercial (Unfolded SOD1), Figura 44. La
proteina es va mantenir també en condicions natives com a control (Folded SOD1).
Posteriorment es va immunoprecipitar amb |'anticos anti P2X, i es va realitzar el
Western blot amb I'anticos anti-SOD1. Com es pot observar en la Figura 44, la
mostra de SOD1 desnaturalitzada és immunoprecipitada (Bounded) per |'anticos
anti P2X,. Es pot observar, no obstant, que una petita fracci6 de SOD1 en estat

natural és també immunoprecipitada per I'anticos anti P2X,, tot i que la proteina
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SOD1 amb conformacié quaternaria és principalment eluida, és a dir, no retinguda

per |'anticos anti P2X, (Eluted).

Unfolded SOD1 Folded SOD1

Eluted Bounded Eluted Bounded

Figura 44: Western blot amb anticos anti-SOD1 després de la desnaturalitzacié de

la proteina comercial SOD1 i posterior immunoprecipitacié amb I'anticos anti P2X,.

3.3.10 Associacio de les formes malplegades de SOD1 amb xaperones.

Una vegada demostrada |'especificitat de [I'anticos anti-P2X; per les formes
malplegades de SOD1, presents en estadis avancats de la malaltia en el model de
rata transgénica SOD®%*#, es va voler estudiar si aquestes formes particulars de la
proteina estaven associades a algun tipus de xaperona. Es van testar, després de la
immunoprecipitacio amb I’anticos anti-P2X, i amb anti-SOD1 de mostres de
medul-la espinal lumbar de rates control i transgéniques terminals, diversos
anticossos anti-xaperones, trobant-se un major reconeixement (fraccié B, bounded)
en mostres transgeniques per els anticossos anti-Hsc70, anti Grp-78 i anti-Grp94,

com s’observa en la Figura 45.

IP=anti P2X4 IP= anti SOD1
WT G93A WT G93A
SN B SN B SN B SN B
WB= Hsc70 wumue A —— o —
X as ,

WB= Grp 78 - --..._-.._

WB=Grp 94 g . WP ag = — ) e
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Figura 45: Reconeixement de formes especifiques malplegades de la SOD1 per part
de les xaperones Hcs70, Grp78 i Grp94, préviament immunoprecitpitades amb
I'anticos anti-P2X, i anti-SOD1 (SN: fraccions no reconegudes, sobrenedant. B

fraccions reconegudes, bounded).

3.3.11 Abséncia de reconeixement de l'anticos anti-P2X, de formes de
SOD1 en ratoli transgénic per la SOD1"",

La relacié entre el marcatge de SOD1 i P2X, va ser també examinada en seccions
de medul-la espinal de ratoli transgénic sobreexpressor de la SOD1 humana wild
type per tal d‘avaluar si el marcatge per P2X4 era propi només d’‘animals
transgénics per la SOD1 mutada. Els resultats es mostren en la Figura 46. Com era
d’esperar, el marcatge per SOD1 era evident en animals transgénics per la
SOD1%%3*, | present en cél-lules neuronals i glials. El fort marcatge per P2X, es
presentava en MN amb colocalitzaci6 amb SOD1. No obstant, un intens marcatge
per SOD1 es detectava en cel-lules i arees sense marcatge per P2X4 (Figura 46 a-
c). En ratolins transgénics per la hSOD1"", el marcatge per SOD1 no esta associat
a P2X, (Figura 46, d-f), igual que en el cas de ratolins WT (Figura 46, g-i). Després
del doble marcatge amb GFAP en rates transgéniques per la SOD1 mutada,
SOD1%%*A es veu acumulada en un gran nombre d’astrocits, mentre que el marcatge
per P2X, mai es troba associat a astrocits (Figura 46 j-1). Amb aix0 es demostraria
in vivo la capacitat que té |'anticos anti- P2X4 per reconéixer formes especifiques

malplegades de SOD1%°3**, no presents aquestes formes en individus WT.
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Figura 46: A-i: Localitzacidé immunohistoquimica del marcatge per P2X, (vermell) i
SOD1 (verd) en la banya ventral de ratolins WT de P120-150, de ratolins
transgenics sobreexpressors de la SOD1 WT i de ratolins control. El marcatge per
P2X, en la banya ventral de la medul-la espinal (delimitada per la linia discontinua)
només colocalitza parcialment amb la SOD1 mutada sobreexpressada (a-c). No
obstant, la sobreexpressido de la SOD1IWT en ratolins de P120-150 no comporta
marcatge per P2X, (d-f). A més el marcatge per P2X,; no s’evidencia en ratolins
control P120-150, que alhora mostren un marcatge debil per SOD1 (g-i). Alts
nivells d’immunoreactivitat de SOD1 van ser trobats en cel-lules astroglials (fletxes)
i MN (*) en animals SOD1%%**, com es mostra en el doble marcatge per GFAP
(vermell) i hSOD1 (verd) en una secci6 de banya ventral de medul-la espinal de
rata terminal transgenica per la SOD1 mutada. Barra: 100 um en a-i, 25um en j-I,

50 um en m-o.
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3.3.11 Estereotaxia.

El fet que les neurones degenerants mostressin marcatge positiu per P2X; en
animals transgénics per SOD1%°3* i que aquest marcatge estigués intimament lligat
a l'activacié de cél-lules microglials va fer plantejar si aquests conformers de la
SOD1%%** immunoreactiva serien capacos d’activar microglia in vivo.

Per fer-ho es van aillar les espécies reactives a P2X, de SOD ©°** mitjancant
cromatografia d’afinitat de medul-la de rata transgenica de SOD1 utilitzant una
matriu amb anticos anti-P2X, unit. La proteina recuperada després de I'elucié va
ser dialitzada contra PBS i injectada a la zona de I'hipocamp de ratolins control
mitjancant estereotaxis. Alhora, es va injectar SOD1 comercial en PBS provinent
d’eritrocits humans com a control. La microgliosis va ser avaluada a través de
técnigues immunohistoquimiques utilitzant I’anticos anti Iba-1 en seccions seriades
del cervell de ratolins injectats a les 24 hores i als 5 dies després de la injeccio.
Com s’observa a la Figura 47a, els valors densitométrics del senyal de Iba-1
sempre son superiors després de l'administracio de les espeécies reactives de
SOD1%%*A en comparacié a la SOD1"". En la Figura 47b es pot veure que la reaccié
microglial es va estendre a través del cervell des del lloc de la injeccio fins al costat
contralateral, essent la microglia activada hipertrofica i amb una morfologia

ramificada.

;g‘g;gggg— SOD1 WT

10{ Le— sootwr

—e— P2X,LIR-SOD 15

densitometric value (arbitrary units)
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Figura 47: Espécies de SOD1%%** reactives a anti P2X, indueixen activacié microglial

quan son injectades en cervells de ratolins WT. A. Després de la injeccié de SOD1
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16%3A reactiva a anti P2X,, els ratolins van ser

WT comercial com a control o SOD
sacrificats a 24 hores o a 5 dies i seccions de cervell van ser procesades pel seu
marcatge contra Iba-1. La densitat Optica del senyal va ser mesurada per cada
seccié i representada graficament en funcié de la distancia del lloc d’injeccié. Cada
punt representa la mitjana +/- SEM de les dades obtingudes de 3 animals diferents
que van rebre SOD1 WT (blau) o SOD1%%” reactiva a anti P2X, (vermell). B.
Micrografia  pseudocolorejada representativa mostrant la alta reaccio
neuroinflamatoria (vermell) produida per la injecci6 de SOD1%%3* reactiva a anti
P2X, evidenciada després del marcatge amb Iba-1, on es revela l'activacio

microglial.

3.4 Caracteritzacio de la linia cel-lular NSC-34 i la seva transfecci6 amb
hSOD1 mutada.

3.4.1 Expressio de P2X, en el model de linia cel-lular NSC-34

Es va voler explorar si el fenomen de malplegament i marcatge per part de P2X, de
la SOD1 mutada es repetia en altres models experimentals. Per fer-ho, es va posar
a punt el cultiu de la linia cel-lular NSC-34 i es va transfectar amb el plasmid EGFP
amb diferents tipus de SOD1 clonada (WT, G93A i A4V). Agregats de SOD1
s'identificaven facilment només en cél-lules transfectades amb EFGP-SOD1%%% j
EFGP-SOD1**" (Figura 48). Amb técniques immunocitoquimiques es va poder
observar que en aquest model els agregats de SOD1 no mostraven marcatge per
P2X,4. Ja que els nivells de la banda corresponent al receptor d’ATP P2X, es
trobaven incrementats en medul-la espinal de rata transgenica, la possibilitat que la
transfeccid amb SOD1 pogués influenciar I'expressié endogena dels receptors d’ATP
calci-depenents va ser avaluada. Aixi, canvis en nivells de calci intracel-lular van
ser analitzats amb experiments amb Fura2 després d’estimulacié amb ATP (Figura
49). Entrades de calci eren induides en cél-lules control no transfectades, pero
aquestes entrades disminuien quan la SOD1 era expressada en les cel-lules NSC-
34. El decreixement era més accentuat en cel-lules sobreexpresores de SOD1
mutada, indicant que el guany de funcié P2X, no esta present en aquest model

cel-lular d’ELA.
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DAPI hSOD1-EGFP P2X4

Figura 48: La sobreexpressi6 de EGFP-hSOD1 (G93A o A4V) en cél-lules

transfectades NSC-34 indueix la formacié d’importants agregats citoplasmatics

proteics, que d’altra banda no s‘observen amb la sobreexpressi6 de hSOD1 WT.

Aquests agregats de hSOD1 no presenten immunoreactivitat creuada a I'anticos

anti P2X,. Barra: 10um.
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Figura 49: La sobreexpressio de hSOD1, tant WT com G93A, no implica una
sobreregulacié dels receptors d’ATP calci-permeables sino al contrari, com es pot

observar en les representacions grafiques de les entrades de calci induides per ATP

en cel-lules NSC-34 amb Fura-2.

141



3.4.2 Efecte de liti en la preséncia d'agregats de SOD1 en cél-lules
transfectades NSC-34.

Un cop es va detectar la presencia d’agregats de SOD1 en cél-lules NSC-34
transfectades, es va voler fer un recompte de la presencia d'aquests agregats en
aquestes cel-lules. En estudis previs s’havia constatat efectes del clorur de liti, LiCl,
en la patogénia de la ELA (Fornai et al., 2008), aixi que en paral-lel es va procedir a
tractar les cel-lules transfectades amb els diferents plasmids EGFP-SOD1 amb 10
mM LiCl i fer el recompte del nombre de cél-lules amb agregats a les 24, 48 i 72
hores després de la transfeccié (Figura 50). Ceél-lules transfectades amb només
EGFP o EFGP-SOD1"" no produien cap tipus d’agregat. A les 24 hores, la preséncia
d’agregats era encara massa petita per observar diferéncies. En preséncia de liti, el
nombre d’agregats disminuia significativament a partir de les 48 hores de la
transfeccié. La diferéncia maxima s‘observa a les 72 hores amb cél-lules
transfectades amb el plasmid EGFP-SOD1%%3*, que de base és el plasmid que
produeix un nombre més elevat de cel-lules amb agregats. Aixi, es pot constatar
que la presencia de 10 mM LiCl produeix una disminucié significativa en el nombre
de cél-lules NSC-34 amb agregats transfectades amb diferents tipus de EFGP-
SOD1.

En aquest experiment, no obstant, només es va utilitzar la dosi de 10 mM LiCl per
tractar aquestes cél-lules. Aquesta dosi és significativament molt superior a la dosi
administrada en humans, ja que dosis superiors a 1 mM resulten toxiques. Aixi, es
va fer una corba dosis-resposta per veure quina era la concentracié a partir de la
qual el liti tenia efecte a I’'hora de reduir els agregats proteics de SOD1. Com es pot
observar a la Figura 51 , és a partir d'una dosis de 2 mM de LiCl on es veuren
diferéncies significatives en la reduccié del nombre d’agregats, essent la reduccio

més accentuada quan s’utilitza la dosis de 5 mM.
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Curs temporal de la preséncia d'agregats en cél.lules
transfectades NSC-34
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Figura 50: Curs temporal de la preséncia d’agregats de SOD1 després de la
transfecci6 de cél-lules NSC-34 amb diferents plasmids de EGFP-SOD1 i amb

tractament de 10mM de LiCl o sense ell. El tranctament amb liti provoca la reduccié

del nombre d’agregats de SOD1 en les cél-lules que en produeixen,
transfectades amb EGFP-SOD®?** i EGFP-SOD**". La reducci6 és maxima en NSC-34

transfectades 72 hores abans amb EGFP-SODS%3A,
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Dosis-resposta de LiCl de cél.lules NSC-34
transfectades amb SOD1%%*" a les 72h
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Figura 51: Percentatge de cel-lules NSC-34 amb agregats a les 72 hores de la
transfeccié i amb tractament amb diferents dosis de LiCl. Les diferencies soén
significatives a partir de 2 mM, trobant-se la maxima reduccié utilitzant una dosis
de 5 mM LiCl.

Un cop es va comprovar que el liti provocava la disminucié en el percentatge de
cel-lules amb agregats de SOD1 a partir de les 48 hores de la transfecci6 amb el
plasmid EGFP-SOD1, es va voler comprovar si realment aquesta SOD1, que
formaria part dels agregats, podria ser secretada de la cél-lula gracies al tractament
amb liti. Aixi, es va agafar el medi de cultiu a les 48 hores de la transfeccid, es va
concentrar i es va analitzar mitjangant Western Blot utilitzant com anticos primari
anti-SOD1. D’aquesta forma es va poder comprovar que amb la transfeccié amb
EGFP-SOD1 mutada, el tractament amb liti induia la secrecié de la proteina SOD1,
que era trobada posteriorment en el medi de cultiu. En canvi, la transfeccié amb
EFGP-SOD1"" no provocava un augment de la concentracié de SOD1 a I'exterior de
la cél-lula, tot i que aquesta SOD1 igualment era secretada a I'exterior (Figura 52).
En la quantificaci6 de les bandes de Western Blot s‘observa amb més claretat
aquest fet. Agafant com a valor de referéncia “100%"” la intensitat de banda de la
transfeccid que no ha estat tractada amb liti, es pot observar I'increment de SOD1
en el medi de cultiu per les transfeccions amb EGFP-SOD®*** i EGFP-SOD**Y . En
canvi, la transfecci6 amb EGFP-SOD"', que en principi tampoc provocava la
preséncia d'agregats de SOD1, no produia un augment de la SOD1 extracel-lular

1T si que era expulsada al

degut al tractament amb liti, tot i que aquesta SOD
medi. Amb la transfecci6 amb EGFP Unicament no s’observava banda corresponent
a SOD1 en el medi de cultiu (no es mostra la imatge), per tant es pot concloure

gue la transfecci6 amb EGFP-SOD1 provoca la secrecié de SOD1 a |'exterior de la
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ceél-lula, perd que aquesta secrecid augmenta significativament en transfeccions
amb EGFP-SOD1 mutada i tractament amb liti.
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Figura 52: Western blot de medis de cultiu concentrats amb anti-SOD1 a les 48
hores de la transfecci®6 amb EGFP-SOD"', EGFP-SOD®*A i EGFP-SOD** i de
tractament amb 0 o 10 mM LiCl i representacié grafica del percentatge d’intensitat
de les bandes, on s’observa que el tractament amb liti augmenta la secrecié de la
SOD1, que formaria part dels agregats en les cél-lules transfectades amb SOD1

mutada.

Existeixen estudis previs sobre l'efecte del liti en la induccid de l'autofagia i
dissolucié d’agregats proteics (Sarkar et al., 2005). El proxim pas va ser, doncs,
explorar si hi havia una induccié de l'autofagia en el nostre model que expliqués la
dissolucié dels agregats de SOD1 mutada i la seva secrecio al medi de cultiu. Es va
pendre la proteina LC3 com a marcador de la formacié de vesicules autofagiques.
LC3 té dues formes, I que es troba de forma constitutiva al citoplasma cel-lular i II,
associada a vesicules autofagiques.

Es va procedir a fer experiments immunocitoquimics amb anti LC-3 i anti-SOD1 de
cél-lules transfectades amb EGFP-SOD"' i EGFP-SOD%?** i tractades amb 10 mM
LiCl per tal d’observar la induccié de |'autofagia. Com es pot veure en la Figura 53,
les cél-lules transfectades amb EGFP-SOD®?** mostren un augment del marcatge
per LC3, cosa que no succeeix en cél-lules transfectades amb EGFP-SOD"'". Aquest
marcatge no colocalitza amb SOD1, que marca especificament els agregats

proteics.
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Figura 53: Immunocitoquimica amb els anticossos anti-SOD1 i anti-LC3 de cel-lules
NSC-34 transfectades amb EGFP-SODW' i EGFP-SOD®** j tractades amb 10mM LiCl,
on s’observa I'augment de marcatge per LC3 de cel-lules amb SOD1 mutada, cosa

que assenyala una induccié de fenomens autofagics.

Ja que l'‘autofagia estava induida en cél-lules transfectades amb SOD1 mutada i
tractades amb 10mM LiCl, es va voler comprovar amb Western Blot aquesta
induccidé observada amb técniques immunocitoquimiques. Aixi, es van fer extractes
cel-lulars a les 72 hores de cél-lules NSC-34 transfectades amb EGFP-SOD®?** i es
van analitzar utilitzant com a anticos primari anti-LC3. Com es pot veure en la
Figura 54, LC3-I, que es correspon a la banda alta, de 25 KDa, esta de forma
constitutiva per totes les condicions. En canvi, LC3-II, la banda lleugerament
inferior a LC3-I, es troba sobreexpressada en EGFP-SOD®?3** tractades amb 10mM

de LiCl, cosa que indica una induccié de I'autofagia.
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Figura 54. Western Blot i representacioé grafica a les 72 hores de la transfeccié del
ratio LC3-II/actina de cél-lules NSC-34 trasfectades amb EGFP-SOD®%**, on es veu
un augment d’aquesta ratio, és a dir, una activacié de |'autofagia, deguda al

tractament amb 10 mM LiCl.

Un cop confirmada l'activacid de l'autofagia deguda al tractament amb Liti, es va
voler comprovar ultraestructuralment com variava el nombre d’autofagosomes. En
la serie superior de la Figura 55 es veu una representacié de les imatges
obtingudes per les cél-lules NSC-34 transfectades amb els plasmids de hSOD1"T i
hSOD1%%** | amb tractament amb 10mM LiCl o amb la seva abséncia. Els asteriscs
vermells mostren exemples d’autofagosomes dins les cél-lules. La grafica de la
Figura 55 mostra la representacié del nombre d’autofagosomes trobats per seccid
cel-lular. Com es pot observar, la transfecci6 amb hSOD1"T implica un nombre
relativament baix d‘autofagosomes, nombre que es veu significativament
incrementat quan la transfeccié es fa amb hSOD1%%**, fet ja comprovat amb els
experiments anteriors. Els autofagosomes augmenten encara més en nimero quan,
a la transfecci6 amb hSOD1%%**, se li afegeixen tractament amb 10mM LiCl, cosa
que acaba de confirmar mitjancant técniques de microscopia electronica els

experiments realitzats anteriorment.
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Figura 55: Seérie superior. Imatges representatives de seccions de cél-lules NSC-34
tractades o no amb 10mM LiCl i transfectades amb hSOD1"" i hSOD1%%*#, on es
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mostren exemples d’autofagosomes marcats amb asteriscs veremells. Detall a
microscopia electronica dels autofagosomes (x20000)

Grafica inferior. Representacié del nombre d’autofagosomes per seccid cel-lular on
s'observa que la transfecci6 amb hSOD1%%** comporta un increment significatiu del
nombre d’autofagosomes. Aquest nombre encara és més significativament superior

guan el cultiu és tractat amb 10 mM LiCl.
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4. DISCUSSIO
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4. DISCUSSIO

La autoimmunitat és un aspecte que ha estat relacionat amb la patogénia de la
ELA, perdo fins ara no s'han trobat evidéncies concloents. Moltes de les
caracteristiques de les malalties autoimmunes no han estat trobades en la ELA
(Kelemen et al., 1983, Brown et al., 1986, Drachman et al., 1994). L’existéncia de
fenomens autoimmunitaris en la ELA ha estat ampliament discutida (Drachman and
Kuncl, 1989, Drachman et al., 1995, Smith et al., 1996). S’ha descrit |'existéncia
d’anticossos circulants contra canals de calci (Voltage-gated Calcium Chanel,
VGCCs) en malalts d’ELA esporadica (Engelhardt et al., 1995, Engelhardt et al.,
1997, Offen et al., 1998). Es creu que aquests anticossos podrien activar aquests
canals facilitant lI'entrada de calci a la neurona i promovent els mecanismes
excitotoxics i dany neuronal en la ELA. S’ha comprovat també que aquests
anticossos anti VGCC sdn citotoxics per la linia hibrida de MN VSC4.1 de forma calci
extracel-lular depenent. També s’ha descrit la preséncia d’anticossos anti-neurals
en el liquid cefalo-raquidi i sérums de malalts d’ELA, trobant-se evidéncia
d’anticossos anti gangliosids (Pestronk et al., 1988, Niebroj-Dobosz et al., 1999,
Mizutani et al., 2003). Es desconeix encara el significat de la seva preséncia, ja que
no en tots els serums de pacients d’ELA s’ha determinat la seva preséncia i a més
s’ha trobat evidencia en serums de pacients d’altres malalties neurologiques (Lamb
and Patten, 1991, Gallardo et al., 2001). S’ha detectat la preséncia d’anticossos
circulants anti sulfoglucuronil paraglobosid, SGPG (Ben Younes-Chennoufi et al.,
1995), aixi com la presencia d'anticossos anti acetilcolinestera (Haggstrom et al.,
1997) i més concretament preséncia d’anticossos que modifiquen ['activitat
acetilcolinesterasa d’eritrocits (Sindhuphak et al., 1988), la preséncia d’'anticossos
anti el receptor d’acetilcolina (Okuyama et al., 1997), la preséncia d’anticossos anti
Neurofilament (Couratier et al., 1998) i la preséncia d’anticossos anti Fas en
pacients d’ELA tant esporadica com familiar (Sengun and Appel, 2003). Aquestes
troballes, perd, no han estat complementades amb correlacions de la malaltia amb

el seu estadi, sexe o edat dels pacients.

S’ha demostrat que immunoglobulines de pacients d’ELA indueixen un augment del
potencials miniatura en el ratoli. Aquesta induccié queda aturada afegint magnesi.
Aix0 suggereix que els terminals pre-sinaptics poden tenir un paper clau en la
patogénia de la ELA en ralacid6 amb factors immunologics (Uchitel et al., 1988).
També s’ha demostrat que les IgG purificades de pacients amb ELA interacionen
amb les membranes pre-sinaptiques de les MNs a través de la interaccid antigen-
anticos i modulen la transmissid sinaptica. La immunoreactivitat contra terminals

nerviosos mostra una gran correlaci6 amb la capacitat moduladora sinaptica. Les
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IgG augmentarien lalliberacié de transmissor. L'activacié d’aquest alliberament
requereix l’entrada de Ca’' a través de canals de calci tipus N, activacid de
I'activitat fosfolipasa C i activacid de IP3 i receptors de rianodina (Pagani et al.,
2006).

La deteccid d'aquests autoanticossos s’ha realitzat mitjancant diferents técniques. A
part de les técniques bioquimiques classiques per determinar la preséncia
d’anticossos (ELISA), s’han utilitzat diferents sistemes d’assaig. L’activitat dels
anticossos pot ser avaluada amb cultius de linees cel-lulars, com els experiments de
Offen et al., 1998, on es va examinar la presencia i funcionalitat d’anticossos anti
canals de calci en serums de pacients d’ELA en la linia cel-lular PC12. Aquestes
cél-lules poden secretar dopamina tritiada exclusivament a través de VGCCs. El fet
que l'alliberacid d’aquesta substancia pugui ser mesurada és una eina per
determinar la preséncia i funcionalitat d’aquests anticossos anti VGCCs presents en
serums de malalts d’ELA.

Els cultius organotipics de medul-la espinal també han estat utilitzats per analitzar
els serums (Li et al., 2008). En aquest cas, les IgG van ser aillades i administrades
al cultiu per avaluar-ne la seva toxicitat. Els resultats obtinguts no van mostrar cap
tipus d’efecte neurotoxic en aquest sistema.

S’ha comprovat també la preséncia de Ig citotoxiques en la saliva de pacients amb
ELA. En aquest assaig el sistema que es van utilitzar va ser la mesura de I'hemolisi
en posar en contacte eritrocits amb la saliva a analitzar (Conradi et al., 1990).

El models in vivo també sén un bon sistema per investigar la autoimmunitat en la
ELA. Injectant IgG de malalts d’ELA en ratolins i processant-los 24 hores després
per la seva deteccid en el seu Sistema Nervids, s’han vist aquests anticossos en els
axons terminals de MN espinals, associats a microtubuls i a Reticle Endoplasmatic
rugos.

Un bon model utilitzat des de fa temps per investigar la biologia de les MN i el
sistema neuromuscular ha estat |'embrié de pollastre (Hamburguer,
1951).Tanmateix s’ha emprat per estudiar el desenvolupament del sistema nervids,
el fenomen de mort cel-lular programada i fenomens d’excitotoxicitat, donada la
seva facilitat de manipulacid. El tractament in vivo d’embrions de pollastre amb
extracte muscular (Oppenehim et al., 1988) o BDNF (Oppenheim et al., 1992)
rescata les MN de la mort natural que es produeix durant la PCD. També, el
tractament amb BDNF i NGF inhibeixen la mort de les cél-lules després de
I'eliminacié de les seves aferéncies, indicant el paper de les neurotrofines en la

promocio de la supervivéncia en MNs en desenvolupament.
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En experiments on s’ha eliminat de I'embrié de pollastre a E 2.5 l'eshdés que
originara l'extremitat inferior s’ha comprovat que el nombre de MN no queda
afectat. Es en el periode de PCD quan tant les neurones sensitives com motores
experimenten uns nivells més elevats de mort. El tractament amb factors
neurotrofics o amb extracte muscular rescata d’aquesta mort les neurones sense
afectar la proliferacié anterior dels precursors. El tractament amb curare en aquest
cas no produeix rescat de la mort després de l'ablacié. Els mateixos resultats
s’obtenen amb tractament amb inhibidors de la interleukina betal. Aixi doncs, la
péerdua de MN després de l'ablaci6 no es pot atribuir a una alteracié en la
proliferacié, migracio o diferenciacid, sind a l'abséncia de senyals trofics derivats

de la musculatura diana (Caldero et al., 1998).

En aquest model, I'aplicacié de I'antagonista dels receptors de glutamat MMDA des
de E5 fins a E9 comporta un dany selectiu en MN que desemboca en un procés
degeneratiu sense una mort cel-lular immediata. La sola aplicaci6 de MMDA en E8
indueix una necrosis massiva en tota la medul-la espinal. La degeneracié cronica
després del tractament amb MMDA implica una incompeténcia a desenvolupar la
mort cel-lular programada o l|‘autofagia. En determinats grups de MN, el
neuropeptid CGRP s’acumula en somes, axons periférics i plaques motores després
del tractament cronic amb MMDA, perd no en embrions paralitzats amb una
administracidé cronica de curare. La ramificacié nerviosa intramuscular també queda
alterada després del tractament amb MMDA. El tractament amb MMDA fa
augmentar el nombre de llocs post sinaptics, perd aquest nombre és molt més
elevat després del tractament amb curare (Calderd et al., 2007).

En aquest mateix model també s’ha utilitzat la toxina aA-OIVA, que és quasi igual
d’efectiva que el curare augmentant la supervivéencia de les MN i la ramificacio
nerviosa intramuscular. S’ha pogut determinar que la diferéncia entre la forma
embrionica o fetal d’'un muscul i la seva forma adulta implica la pérdua de la
subunitat gamma del receptor nicotinic d’acetilcolina. La inhibicié de la forma
embrionaria dels receptors d’acetilcolina en I'embrié de pollastre és suficient per
rescatar MN de la PCD sense la participacié d’aquests receptors nicotinics
d’acetilcolina neuronals (Oppenheim et al., 2008).

La neurotoxicitat també ha estat testada en models d’embrié de pollastre. En
aquest model, I'administracié de serums de malalts d’ELA durant el periode de mort
cel-lular programada produia, paradoxalment, un rescat significatiu de MN

d’aquesta mort fisioldgica (Oppenheim, 1987).
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En aquest treball hem demostrat que alguns pacients amb Esclerosi Lateral
Amiotrofica i amb Lower Motoneuron Disease presenten autoanticossos anti-
proteines de la familia de les Semaforines. El significat fisiopatoldgic de la preséncia
d’aquests anticossos és encara desconegut. Les Semaforines son una familia de
proteines transmembrana o secretades que actuen com a guia axonal (Kolodkin et
al., 1993) a més de tenir altres papers, com per exemple, en cancer, actuant sobre
la migracié cel-lular, metastasis i creixement cel-lular (Flannery et al., 2009). Se
sap que l'administracié de sérums de pacients d’ELA durant el periode de PCD en
embrions de pollastre fa augmentar el nombre de MN, perd també s’ha comprovat
I'efecte citotoxic dels sérums (Conradi and Ronnevi, 1985) o l'efecte neurotoxic de
IgG patologiques sobre MN en altres models (Pullen et al., 2004) o sobre plaques
motores (Uchitel et al., 1992).En el nostre cas, es va observar que, amb I'aplicacio
dels serums, no només les MN no degeneraven o morien durant la PCD, sind que un
nombre moderat perd significativament més alt d’aquestes MN sobrevivien al
Periode de Mort Cel-lular Programada.

Posteriorment s’ha comprovat que aquesta supervivéncia era responsable d’algun
tipus de IgG que es trobava en els serums dels malalts. Es va voler comprovar si
I'efecte dels sérums es produia només a nivell de les MN o si actuava a nivell de la
unié neuromuscular. Al fer els experiments de marcatge del patré de ramificacidé
nerviosa intramuscular després de I'administraciéo dels serums es va poder veure
que aquesta ramificacié6 augmentava amb el tractament amb sérums patologics.
Aquesta troballa recorda fenomens d’sprouting que es troben en malalts d’ELA
(Stélberg et al,. 1975), malgrat aquests fenomens sén conseqiiéncia de la mort de
les MN i de la denervacié.

Amb técniques protedomiques s'’ha pogut constatar que algunes de les
immunoglobulines de pacients amb malalties de la MN s6n capaces d’unir-se a
proteines dels sistema nervidos de I'embrié de pollastre. Aquestes proteines han
estat identificades com a proteines de la familia de les Semaforines. La identificacid
ha estat comprovada després mitjancant altres técniques. S’ha utilitzat I'anticos
comercial anti-Sema 3A per rescatar MN d’embrid de pollastre durant la PCD.
També s’ha comprovat la preséncia d’aquests autoanticossos anti Semaforina quan,
fent experiments de col-lapse de conus de creixement de DRG (Luo et al., 1993),
els serums eren capacos d’inhibir el col-lapse produit per la Semaforina.

El fet és que s’han trobat anticossos anti Semaforina en alguns dels seérums
patologics que eren capagos d’inhibir les proteines Semaforina que actuaven a nivell
del Sistema Nervids del pollastre en desenvolupament. Al inhibir les proteines
implicades en la guia axonal augmenta el nombre de cél-lules que podien arribar a

la seva diana, el muscul, fent que s’estableixin més contactes neuromusculars i
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augmentant aixi el nombre de MN al final de la PCD, augmentant també la
ramificacié nerviosa muscular.

Fins ara no s’ha establert cap relacié entre la patogénia de la ELA i les proteines
Semaforina, a excepcid de l'estudi de De Winter et al., 2006, on proposen una
expressié diferencial de la Sema 3A en cél-lules de Schwann terminals de diferents
poblacions de fibres musculars. En el ratoli transgénic SOD1%°3**, en comparacié
amb el ratoli control, hi ha un augment de I'expressié de mRNA per Sema 3A en les
cel-lules de Schwann. Aquesta expressid diferencial de Sema 3A es trobaria limitada
en cél-lules de Schwann terminals associades a subpoblacions especifiques de fibres
musculars. Aquests subtipus de fibres es caracteritzarien per la seva poca capacitat
d’estimulacié d’sprouting nervios després d’un dany i serien les primeres a perdre’s
en la ELA (Frey et al., 2000). El paper especific de Sema 3A en la patogenia de la
ELA no estaria clar, pero I'augment de I’'expressié de Sema 3A en aquestes cél-lules
de Schwann terminals del ratoli transgenic podria causar repulsid dels axons de la
unié neuromuscular, resultant en una denervacié axonal i degeneracié de MN.

Un altre fet que recolzaria la hipotesis que la patogénia de la ELA podria residir en
la perdua de unions neuromusculars (dying back) i no en problemes a nivell de MN

seria que, en el ratoli transgénic SOD1%%3*

, I'inici dels simptomes es déna cap a
P90, perd a P47 ja es pot observar una denervacié de plaques motores i entre P47-
80 es constata una pérdua d’axons motors (Fischer et al., 2004). En els
experiments de Gould et al., 2006, on es van creuar ratolins transgénics SOD1%%3
amb ratolins deficients per Bax, donen suport a aquesta hipotesis.

A part d'aquest estudi, no hi ha cap relaci6 més entre ELA i Semaforines. En el
nostre treball s’'han trobat indicis d‘autoanticossos en malalts d’ELA, encara que
esta plenament demostrat que la ELA no és una malaltia autoimmunitaria. Sén ben
coneguts els treballs de Kelemen et al., 1983 o Brown et al., 1986 on s’utilitzen
terapies immunosupressores sense cap tipus de resultat.

Malgrat aix0, s’han descrit previament les troballes de diferents tipus
d’autoanticossos en malalts d'ELA (Engelhardt et al., 1995, Engelhardt et al., 1997,
Offen et al., 1998, Pestronk et al., 1988, Niebroj-Dobosz et al., 1999, Mizutani et
al., 2003, Ben Younes-Chennoufi et al., 1995, Haggstrom et al., 1997).

La significacid de la preséencia d’anticossos antisemaforina en els serums de
pacients amb ELA no esta gens clara. Cap dels altres autoanticossos trobats s’ha
pogut correlacionar amb cap aspecte de la malaltia, tot i que la seva preséncia ha
d’estar lligada a algun aspecte de la malaltia, encara que sigui un aspecte secundari
0 una consequéncia d’algun fenomen important. Els fenomens autoimmunitaris en

la ELA han de ser tinguts en compte.
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En aquest treball també s’ha demostrat que I'anticos comercial contra el proteina
receptora d’ATP, P2X,4 s’uneix selectivament a MNs degenerants en models d’ELA de
ratolins i rates transgeniques. A més, la capacitat d’aquest anticos per detectar
neurones danyades ens ha permés desemmascarar la patologia neuronal en arees
de Sistema Nervids Central no considerades habitualment afectades en el curs de la
malaltia de la ELA.

D’aquesta manera, malgrat els interrogants sobre la significacié fisiopatologica de la
immunoreactivitat de P2X; descrita en models animals amb ALS, la utilitzacié
d’aquest anticos com a marcador genera una Unica i valuosa eina per revelar
neurones malaltes en aquests models.

Es interessant puntualitzar que les neurones afectades no mostren altres canvis
comunament associats amb altres tipus de degeneracié neuronal, com ara mort
cel-lular, activacié de Caspasa 3 o marcatge per TUNEL.

Els nostres resultats referents a la falta de morfologia apoptotica en MN
degenerants en rates transgeniques concorden amb altres estudis amb ratolins
transgénics com a models de ALS (Migheli et al., 1999; Guégan and Przedborski,
2003; Martin et al., 2007), aixi com amb la falta de sobreregulaci6 de gens
relacionats amb la mort cel-lular (Perrin et al., 2005, 2006).

L'adquisicio del marcatge per P2X, podria ésser considerat en el context d’altres
alteracions que han estat descrites en MN abans de la mort cel-lular en models de
ALS. Aix0 inclouria alteracions mitocondrials, fragmentacié de I’Aparell de Golgi
(Mourelatos et al., 1996), discapacitat en el transport axonal (Zhang et al., 1997;
Williamson and Cleveland, 1999; Dupuis et al., 2000), retraccié de les sinapsis
neuromusculars (Fischer et al., 2004; Pun et al., 2006), diposits de material
ubicuitinitzat, canvis astroglials i pérdua de EAAT2 (Howland et al., 2002),
downregulacié de chaperones (Maatkamp et al., 2004), upregulacié del factor de
transcripcié ATF3 (Vlug et al., 2005) o canvis en altres gens que involucrats en
creixement cel-lular i manteniment (Perrin et al., 2005).

No obstant, la immunoreactivitat per P2X, comenca a apareixer amb la primera
simptomatologia clinica, indicant la seva associacié amb la disfuncié MNI. La relacid
inversa entre el marcatge amb NeuN i podria ser un signe d’aquesta anormalitat.
NeuN és una proteina nuclear especifica de MN (Mullen et al., 1992) que ha estat
utilitzat per tal de seguir la pérdua neuronal en ratoli transgénic (Hafezparast et al.,
2003). Malgrat el nombre de ceél-lules NeuN positives decreix amb algunes
condicions patologiques, aixd no implica necessariament la mort neuronal, sind més
aviat la deplecié de la proteina NeuN o pérdua d’antigenicitat associada a dany
neuronal (Unal-Cevik et al., 2004). En el nostre cas, les MN que han perdut el

marcatge per NeuN mostren fenotips que van des de la normalitat fins a una obvia
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destruccid cel-lular amb una forta immunoreactivitat per P2X, . No hi ha dubte que
les cél-lules NeuN negatives/ P2X,; positives estan danyades des de que la
immunoreactivitat per P2X, és adquirida; les MN atrauen la microglia que inicia un
procés de neuronofagia que culmina amb la pérdua cel-llular. Si la
immunoreactivitat per P2X, esta involucrada en l'activacid de la microglia esta
encara per determinar. També és important el fet que el dany MNI en la ELA esta
altament accentuat per cél-lules microglials (Beers et al., 2006; Moisse and Strong,
2006), que son considerades com una diana molt significativa en la terapia per la
ELA.

L’adquisicié de la positivitat per P2X; no només roman en el cos cel-lular, sin6 que
també s’estén en dendrites i axons. En els terminals motors, el marcatge per P2X,
s’'observava moderat pero clarament visible en estadis inicials i mitjans de la
malaltia. Si aix0 és l'expressié d'un procés neurodegeneratiu per “dying-back”
observat en ratolins SOD1%°** (Fisher et al., 2004; Gould et al., 2006), caldria ser
investigat més profundament.

Una altra questio rellevant derivada dels resultats esta relacionada amb el substrat
molecular i la forta immunoreactivitat per P2X4;. S’ha de tenir en compte que
I'anticos anti P2X, utilitzat havia estat extensivament aplicat per detectar els
receptors P2X, en diferents cel-lules i teixits amb resultats satisfactoris respecte la
seva especificitat (Rubio and Soto., 2001; Atkinson et al., 2003; Qiao et al., 2003;
Doctor et al., 2004; Nasu-Tada et al., 2006; Yeung et al., 2006). A més, en cervell i
altres teixits del ratoli knockout per P2X,, el mateix anticos és incapag de detectar
cap senyal per western blot o immunocitoquimica (Sim et al, 2006). Utilitzant
Western Blot, nosaltres detectavem dues bandes de proteina en el rang esperat de
pes esperat en extractes de fracci6 membranosa de medul-la espinal. Aquestes
bandes van ser eliminades quan l'anticds era préeviament incubat amb el peéeptid
d'immunitzacié. En un principi es va pensar que la glicosilacié del receptor podria
explicar la variabilitat de pes molecular, ja que la proteina té 6 (North, 2002) o 7
(Rettinger et al., 2000) llocs de N-glicosilacid. Tot i aixd, no hi ha una acurada
relacio entre el nombre d’aquestes bandes de proteina i els resultats observats en
immunocitoquimica a través del curs de la malaltia, ja que la significativa
upregulacié només és observada en estadis terminals en animals mSOD%%3,

La banda d’uns 25 KDa present en extractes de la fraccié soluble mostra un perfil
que se superposa amb la immumocitoquimica de P2X,. Aquesta banda és
clarament observat en animals mSOD®®** a P30 perd absolutament absent en

animals Wild type.
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Hem pogut demostrar que aquesta banda de baix pes molecular es correspon a
I'acimul de proteina SOD1 amb una conformacié especifica que implica mal
plegament, i que esta implicada en un important paper patogeénic.

Aix0 es pot deduir pel fet que les neurones que mostren marcatge per P2X,
mobilitzen microglia neuronofagica i perqué aquests conformers de SOD1%%3*
malplegats injectats en cervells sans indueixen nivells significativament alt de
microglia activada. El subtipus P2X, de receptors d’ATP va ser trobat upregulat en
molts models amb dany neuronal, pero generalment esta associat amb macrofags o
poblacions de cél-lules microglials activats i amb la generacié de dany neuronal
(Cavaliere et al., 2003; Guo and Schluesener, 2005; Guo et al., 2005; Franke and
Illes, 2006; Trang et al., 2006; Zhang et al., 2006).

Aguesta reactivitat creuada pot ser explicada per la similitud en la sequéncia
d’aminoacids en el péeptid d'immunitzacié utilitzat en la produccié de I'anticos i la
seqliencia de SOD1 en la regid hidrofobica interior. Aquest epitop ha de tenir una
alta afinitat per unir-se a I'anticos anti P2X,4, exposat en neurones degenerants per
raons encara no aclarides.

L'anticos anti P2X, és capag de reconéixer SOD1 no plegada en Westerns Blots
desnaturalitzants. En experiments d’immunoprecipitacié queda demostrada I'afinitat
d’aquest anticos per formes especifiques de la SOD1. SOD1 malplegada és
propensa a la formacié d’agregats que han estat considerats neurotoxics (Brujin et
al., 1998, Johnston et al., 2000, Wang et al., 2002, Basso et al., 2006, Wang et al.,
2008).

Monomers de SOD1 malplegats solubles amb regions hidrofobiques exterioritzades
han estat trobats en models de ratoli mutant per la SOD1 i poden estar implicats en
la neurotoxicitat de la ELA (Zetterstorm et al., 2007). Agregats proteics també han
estat trobats en neurones i en cél-lules glials (Stieber et al., 2000, Jonsson et al.,
2004). Nosaltres hem trobat que els agregats de SOD1 en cél-lules NSC-34 no
mostren marcatge per P2X,, cosa que indicaria processos i agregats finals diferents
en els dos models.

El fet que proteines malplegades puguin exterioritzar parts del seu interior
hidrofobic fa possible que els epitops reconeguts per P2X, puguin ser exposats fent
una forma soluble neurotoxica de SOD1 o en forma d’oligdmer de proteina SOD1
mutada. Si fos aix0 el que succeis, aquest fet concordaria amb la localitzacid
citosolica ultraestructural de marcatge per P2X; en neurones degenerants
(Casanovas et al., 2008)

Malgrat SOD1 és una proteina citosolica que no té senyals de translocacié que li
permetin entrar en rutes secretores, s’ha demostrat que pot ser secretada a l'espai

extracel-lular (Turner et al., 2005) després d’arribar a I’Aparell de Golgi (Urushitani
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et al., 2006, 2008). A diferéncia de SOD1"", la forma mutant extracel-lular de
SOD1 és capac d’activar cél-lules microglials que sén neurotdxiques en cultius
primaris de medul-la espinal (Urushitani et al., 2007). Nosaltres hem demostrat que

conformers de SOD1%%3A

reconeguts per P2X,4 sén inductors de |'activaciéo microglial
en cervells sans “in vivo”. Aix0 suggereix que la seva preséncia en neurones
degenerants durant la progressio de la ELA podria tenir un important paper pel que
fa la microgliosis i la neuronofagia. Malgrat la controvéersia esta present (Gowing et
al., 2008), sembla que la microgliosis és un factor patogénic rellevant en la
progressio de la ELA (Beers et al., 2006, Xiao et al., 2007) i altres cel-lules del
sistema immune, com els limfocits T, podrien modular I'activitat microglial (Beers et
al., 2008, Chiu et al., 2008). Utilitzar com a diana terapeéutica la microglia podria
ser una estratégia important en la ELA. S’ha demostrat que reduint la SOD1
neurotoxica extracel-lular per immunoterapia té un efecte beneficids pel que fa els
simptomes de la malaltia i millora I'esperanca de vida de ratolins transgénics per la
SOD1 (Urushitani et al., 2007).

Un anticos anomenat SEDI, que ha estat recentment desenvolupat, és capac¢ de
reconeixer SOD1 quan té una conformaciéo malplegada perd no en la conformacié
nativa de la proteina (Rakhit et al., 2007). El patré de marcatge és molt similar al
marcatge de P2X,. Tot i aix0, en contrast al marcatge amb P2X,, SEDI pot detectar
cossos d’inclusid en els cossos cel-lulars de MN i astrocits. Aixo podria implicar que
diferents formes de SOD1 coexisteixen amb una distribucié diferencial en models
animals d’ELA, i aquestes formes diferents poden ser reconegudes per anticossos
especifics. Més recentment s’han desenvolupat anticossos monoclonals que
corroborarien aquesta hipotesis i proporcionarien nous agents per desenvolupar
noves estratégies terapéutiques (Julien et al., 2008).

L'activacié de la senyalitzacié purinérgica a través dels receptors ionotropics P2X
per ATP alliberat a les sinapsis, axons i cél-lules glials forma part d'una série de
complexes esdeveniments involucrats en la comunicacié neuronals i neuro-glial en
estats fisiologics i patologics (Fields and Burnstock, 2006; Burnstock, 2007). Canvis
en l'expressié dels subtipus P2X; i P2X, van ser observats en MN després
d’axotomia facial (Kassa et al.,2007). P2X, no va ser estudiat en aquest treball,
perd va ser trobat en concentracions incrementades en MN després d’axotomia
vagal en un altre estudi (Atkinson et al., 2003). Tal i com coneixem, només hi ha
constancia de la descripcié de immunoreactivitat per P2X, en cossos neuronals i
neurites degenerants després de dany fisic (Schwab et al., 2005). Aix0 suggereix
gue aquesta propietat no és exclusiva de MN degenerants en models d’ELA. La
participacid del receptor P2X, en la modulacié de la degeneracié de MN ha estat

relacionada recentment amb efectes protectors de baixes concentracions de ATP i
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excitotoxicitat induida per ivermectina i kainat (Andries et al., 2007). En el mateix
estudi es va trobar que la ivermectina era capag de prevenir la degeneracié de MN i

D®3A.  En el context de les nostres

allargar la supervivencia de ratolins mSO
troballes aquests resultats son intrigants, ja que ells defineixen el P2X, com una
diana terapéutica per la ELA. Aixi, aquest tema hauria de ser investigat més
profundament per tal d’entendre el seu paper en la degeneracié neuronal de la ELA
i d'altres patologies.

Malgrat la degeneracié de MN és considerada la marca de la patologia de la ELA,
nosaltres hem observat, coincidint amb altres autors (Martin and Swash, 1995), que
altres poblacions neuronals poden ser afectades. La gran capacitat d’aquest anticos
per detectar neurones degenerants ens permet demostrar que altres poblacions
neuronals a més de les MN son afectades en models animals transgenics per la ELA.
Aguestes poblacions inclouen neurones serotoninergiques del rafe, neurones
noradrenergiques del locus coeruleus i cél-lules de Purkinje del cerebel. En tots
aquests casos, un marcatge intens per P2X, indicava degeneracié neuronal, ja que
es podia observa microglia activada al voltant d’aquestes neurones com a signe de
neuronofagia, tal i com succeia en les MN espinals.

La participacio del sistema serotoninérgic en la ELA humana i experimental ha estat
ampliament observada en estudis on la serotonina i els seus receptors han estat
trobats reduits en etapes inicials de la malaltia (Turner et al., 2005; Sandyk, 2006).
A més, la potenciacié farmacologica de la neurotransmissid serotoninérgica retrassa
la debilitat i la mortalitat en ratolins mSOD®** (Turner et al., 2003). Encara que la
participaciéo de neurones noradrenérgiques en models animals d’ELA encara no ha
estat descrita, el fet que hi hagi degeneracié neuronal en el locus coeruleus, que
sovint inclou cossos de Bunina, ha estat descrita en cassos humans aillats (Iwanaga
et al., 1997; Machida et al., 1999). Es interessant assenyalar que la norepinefrina
continguda en neurones del locus coeruleus es projecta cap a la banya ventral de la
medul-la espinal (Aston- Jones et al., 1995), i que aquest sistema descendent té
efectes moduladors en |'activitat de les MN de la medul-la espinal (Liu et al., 1995).
Encara que hagin estat trobats autoanticossos contra canals de Calci tipus P en
pacients d’ELA (Llinds et al., 1993), i la participacié espinocerebelar ha estat
detectada en malalts d’ELA (Hudson, 1981), no hi ha evidéncies consistents de
patologia cerebelar en humans ni en models transgéenics. No obstant, s’ha d’afegir
que la pérdua de cél-lules de Purkinje ha estat descrita en un cas d’ELA familiar
(Hirano et al., 1967).

Aqui, nosaltres mostrem que les cél-lules de Purkinje estan afectades en rates i
ratolins mSOD®?3A, Aixd s’ha de tenir en compte ja que el cerebel dels animals

transgénics ha estat utilitzat com a teixit control en molts estudis. Aquestes
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cél-lules no mostren canvis indicatius d’apoptosi, perd, com s’observa en altres
tipus de neurones aqui descrites, constitueixen un focus atractiu per la microglia,
que migra cap al seu cos cel-lular i dendrites a través dels intersticis entre fibres
paral-leles, en la capa molecular.

Mecanismes molt complexos que engloben |'apoptosi, mecanismes no apoptotics i
autofagia han estat observats en la participacié de la mort de les cel-lules de
Purkinje i en altres models de degeneracié cerebelar (Baurle et al., 2006; Dusart et
al., 2006), on l'activacié de la microglia sembla jugar un paper primordial (Marin-
Teva et al., 2004). L'estudi de I'expressié de P2X, en aquests models podria ajudar

a entendre el seu paper en diferents rutes de mort neuronal.

Per Ultim, en aquest treball també s’ha estudiat la proteina SOD1 en el model de
linia cel-lular de MN NSC-34. Transfectant la linia cel-lular NSC-34 amb diferents
formes mutades de SOD1 es formaven agregats de SOD1 dins la cél-lula (Turner et
al., 2005), agregats que no apareixien quan es transfectava amb SOD1"". Aquests
agregats de SOD1 mutada presents en cél-lules transfectades eren disminuits en
nombre quan es tractava el cultiu cel-lular amb liti. El liti ha estat utilitzat des de fa
temps per tractar diferents malalties. S’ha de tenir en compte, pero, que les dosis
utilitzades per fer els experiments sén molt superiors a les dosis que es poden

utilitzar in vivo, ja que el liti, a altes concentracions, resulta toxic.

Els nostres resultats concorden amb els resultats obtinguts per Fornai et al., 2008b,
on el tractament amb baixes dosis de liti fa disminuir els agregats intracel-lulars
que contenen a-sinucleina, ubicuitina i SOD1 mutada en MN de la medul-la espinal.
El liti podria estar afectant a multiples dianes que serien candidates a ser terapia en
la ELA. En aquest treball s’ha trobat que la SOD1 transfectada previament a
cél-lules NSC-34 és secretada i es troba en el medi de cultiu, amb concordanca
també amb el que van trobar Turner et al., 2005 o Mondola et al., 1998 per
diferents linees cel-lulars. Hetz et al., 2009, han trobat que, en ratolins mutants per
la SOD1 deficients per XBP-1 (factor de transcripcié que regula gens relacionats
amb el plegament proteic) els animals es tornen més resistents a la malaltia i els
agregats de SOD1 disminueixen , cosa que correlaciona amb uns nivells
augmentats d’autofagia. Els nivells de SOD1 al medi de cultiu eren majors en
cultius tractats amb liti que en cultius sense el tractament. Malgrat aix0, hi ha una
certa controvérsia pel que fa els estudis amb liti com a tractament per la ELA.
Mentre alguns assajos en models de ratoli mutat per la SOD1 no aporten resultats
positius en el tractament de la ELA amb liti (Gill et al., 2009, Pizzasegola et al.,
2009), n’hi ha d’altres que si aporten bons resultats, tant en el model animal com

en humans, com ara els estudis de Fornai et al., 2008c .
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Cada vegada es veu més l'autofagia com un fenomen important a tenir en compte
en la ELA. S’ha comprovat que la pérdua de la capacitat per produir fenomens
autofagics en el sistema nerviés central causa neurodegeneracié en el ratoli
(Komatsu et al., 2006). A part dels estudis fets amb el ratoli SOD1°3*, un altre
model animal d’ELA familiar caracteritzat per mutacions en la dineina (Hafezparast
et al., 2003) té també deficiencies en processos autofagics. Se sap que la dineina
juga un paper clau en el pas dels autofagosomes al lisosoma per tal de poder aixi
eliminar els agregats proteics (Rubinsztein et al., 2005). D’aquesta manera,
mutacions en el gen de la dineina reduirien els fenomens autofagics i també
I’eliminacié d’agregats.

Activant farmacologicament I'autofagia es redueix els nivells de formes solubles i
agregats de la huntingtina mutada, proteines mutades en |'ataxia espinocerebel-lar,
formes mutades de a-sinucleina i de tau mutada (Rubinsztein et al., 2007).

El mecanisme molecular pel qual el liti activa 'autofagia de moment no es coneix.
S’ha demostrat que 'autofagia induida per liti depén estrictament de la inhibicio de
la inositol monofosfatasa, que finalment resulta en una reduccié dels nivells
cel-lulars de l'inositol-1, 4, 5-trifosfat (IP3) (Sarkar et al., 2005). IP3 i |'estimulacid
del seu receptor, IP3R, s’ha vist que redueixen |'autofagia (Criollo et al., 2007).
Aixi, I'eliminacié de IP3 elimina la inhibicid i permet la resposta autofagica davant
d’estres cel-lular com el que provoquen els agregats intracel-lulars proteics.

La proteina LC3 (Microtubule Associated Light Chain 1) és utilitzada normalment
com a marcador d‘autofagia en mamifers. La forma LC3-I d’aquesta proteina és
constitutiva en les cél-lules, pero la forma LC3-1I, que prové de la lipidacié de LC3-
I, s'utilitza com a marcador, ja que aquesta modificacid és necessaria per la
formacio de I'autofagosoma (Tanida et al., 2004).

Els nostres resultats suggereixen que el tractament amb liti de les cél-lules NSC-34
transfectades amb SOD1 mutada fa augmentar els fenomens autofagics en
aquestes cel-lules per tal d’eliminar la preséncia d’agregats proteics, cosa que es
dedueix, amb metodes protedmics, de lI'augment de banda corresponent a LC3-II.
Amb técniques microscopia electronica, que permeten veure la ultraestructura de
les cel-lules NSC-34 transfectades, també s’ha pogut constatar un augment del
nombre d’autofagosomes després del tractament amb liti.

Els agregats intracitoplasmatics immunoreactius a SOD1 sén caracteristics en MN,
astrocits i oligodendrocits del ratoli transgenic per la ELA (Brujin et al., 1998,
Stieber et al., 2000). Precedint aquestes inclusions possiblement es troben
oligomers de SOD1 concentrats en medul-la espinal en animals pre-simptomatics

(Johnston et al., 2000). Si ens basem en l'evidéncia del model de linia cel-lular
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NSC-34 i l'efecte del liti, aquest punt hauria de tenir-se en compte per futures

investigacions en la terapia de la ELA.
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5. CONCLUSIONS

Primera. Les IgGs de sérums patoldgics no tenen cap efecte neurotoxic detectable
per les MN espinals d’embridé de pollastre. Contrariament, produeixen una inhibicio

de la PCD d’aquesta poblacié neuronal.

Segona. Les IgGs de serums patoldgics indueixen creixement i ramificacié axonal

en els nervis intramusculars en desenvolupament.

Tercera. Les IgGs de seérums patologics reconeixen selectivament proteines del

sistema nervids i muscular de I'embrid de pollastre.

Quarta. Els serums de persones malaltes amb ELA i LMD contenen IgGs que

reconeixen especificament proteines de la familia de les semaforines.

Cinquena. Les neurones degenerants o bé les mortes en la rata mSOD%?** sén

especificament reconegudes per un anticos contra el receptor purinérgic P2X,.

Sisena. Les neurones degenerants amb alta immunoreactivitat per P2X; no
mostren caracteristiques apoptotiques. Aquestes cél-lules moren quan sén

envoltades i englobades per cel-lules microglials.

Setena. L'Us de l'anticos anti P2X,; fa possible demostrar addicionalment la
degeneracié neuronal en les cél-lules piramidals del cortex motor en animals
mSODC®%3*, També identifica poblacions neuronals, no préviament reconegudes com
a afectades en el model, com cel-lules de Purkinje cerebel-lars, neurones
serotoninérgiques en els nuclis del rafe i neurones noradrenérgiques en el locus

coeruleus.

Vuitena. L'anticos anti P2X, és capac de reconeixer epitops que soén exposats en
especies particulars, malplegades, de la proteina SOD1, presents en MN
degenerants perd no en l'astroglia.

DG93A

Novena. La injeccié de conformers de SO reconeguts per l'anticos anti P2X,

indueix activacié microglial i astroglial en ratolins WT.
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Desena. Els agregats de SOD1 mutada formats per la transfeccié in vitro en

cél-lules NSC-34 no presenten immunoreactivitat a P2X,.

Onzena. El liti és capac¢ de disminuir el nombre d’agregats de SOD1 presents en

cel-lules transfectades NSC-34. Aquesta SOD1 és secretada al medi.

Dotzena. El liti és capag de promoure l'autofagia en cél-lules transfectades NSC-
34.
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ABSTRACT

The distribution of the P2X family of ATP receptors was analyzed in a rat model for
amyotrophic lateral sclerosis (ALS) expressing mutated human superoxide dismutase
(mSOD15%%4) We shawed that strong P2X, immunoreactivity was selectively associated with
degenerating motoneurons (MNs) in spinal cord ventral horn. Degenerating P2X -positive
MNs did not display apoptotic features such as chromatin condensation, positive TUNEL
reaction, or active caspase 3 immunostaining. In contrast, these neurons showed other signs
of abnormality, such as loss of the neuronal marker NeulN and recruitment of microglial cells
with neuronophagic activity. Similar changes were observed in MNs from the cerebral cortex
and brainstem in mSOD1%%%*4 in both rat and mice. In addition, P2X, immunostaining
demonstrated the existence of neuronal degeneration in the locus coeruleus, reticular forma-
tion, and Purkinje cells of the cerebellar cortex. It is suggested that abnormal trafficking and
proteolytic processing of the P2X, receptor protein may underlie these changes. J. Comp.

Neurol. 506:75-92, 2008.
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cerebellar Purkinje cell

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a fatal late-onset
neurodegenerative disease affecting motoneurons (MNs)
in the cortex, brainstem, and spinal cord. It results in
progressive muscle weakness evolving into paralysis and
death, usually within 3-5 years.

About 10% of cases are familial, and mutations in the
genes that encode superoxide dismutase 1 (mSOD1) are
responsible for 20% of familial ALS cases (FALS; for re-
view, see Pasinelli and Brown, 2006). In transgenic ani-
mals, both mice (Gurney et al., 1994) and rats (Nagai et
al., 2001), overexpression of mutated human SOD1 results
in the development of a fatal neuromuscular disease that
has been the most widely used experimental model of ALS
during the last two decades. Despite the considerable
amount of research conducted into ALS during this period,
the nature of the selective degeneration of MNs in ALS
remaing a mystery. In the case of FALS, it seems that the
toxicity of mutant SOD1 for MINg is an acquired non-cell-

© 2007 WILEY-LISS, INC.

autonomous property involving multiple aspects that
include mitochondrial alteration, oxidative damage, glu-
tamate receptor-mediated excitotoxicity, and neurcinfla-
mation (Bruijn et al., 2004).

Together with MN degeneration, activated astroglial
and microglial cells are found in the spinal cord of mice
overexpressing the G93A form of mSOD1 (mSOD1934;
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Hall et al., 1998; Alexianu et al., 2001), Activated micro-
glia exert a neurotoxic effect on neighboring MNs, espe-
cially in advanced stages of the disease: this has been
elegantly demonstrated in recent studies (Beers et al.,
2006; Boillée et al., 2006). It has yet to be determined
whether glial activation mainly represents a primary or a
secondary event in the complex neurotoxic cascade lead-
ing to loss of MIN.

Our limited knowledge of the causative mechanisms
responsible for the process by which MN degeneration
first starts in ALS and then propagates, justifies making
renewed efforts to unravel the mechanizsms behind cell
death signaling in the neurons affected. One significant
question is whether MN death in ALS is produced by
apoptogis or by an alternative cell death pathway. Al-
though numerous key molecular components of the apo-
ptotic machinery, including Bax, cytosolic evtochrome ¢,
and activated caspases, are recruited in ALS spinal cord
(Pasinelli et al., 2000; Vukosavic et al., 2000; Gueégan et
al., 2001), this apoptotic phenotype is rarely seen in de-
generating MNz (Migheli et al.,, 1999, Guegan and Przed-
borski, 2003; Martin et al., 2007). They otherwise display
the nonapoptotic morphology of cell degeneration with
prominent organelle damage (Dal Canto and Gurney,
1995; own observations).

Although the inhibition of caspases (Friendlander et al.,
1997; Li et al., 2000) and overexpression of Bel-2 (Kostic et
al., 1997) extend the survival of mutant SOD1 transgenic
mice, a recent report (Gould et al., 2006) has minimized
the importance of apoptotic pathways in FALS mutant
mice because the disease still develops even when MN
death has been impeded by Bax deletion. Moreover, after
analysig of mSOD1%%** lacking caspase-11, it was con-
cluded that caspase activation was not critically involved
in the mechanism of neurodegeneration in this model
(Kang et al., 2003).

In mutant SOD1 mice, biochemical evidence of the ac-
tivation of cell death pathways was detected months be-
fore neuronal loss (Passinelli et al., 2000). This would
seem to indicate that a long-standing, yvet so far poorly
understood, degenerative process involving MIN dysfunc-
tion, but not immediate death, could be a major feature of
the ALS pathology. For this reason, it would be useful to
establish cellular markers capable of detecting diseased
MNs long before the onset of cell death.

The P2X family of ligand-gated ion channel adenosine
5'-triphosphate (ATP) receptors includes seven members
(P2X, ;) that form multimeric channels through the asso-
ciation of several subunits (North, 2002), When antibodies
against these proteins were used to detect these subunits
in the nervous system by immunocytochemistry, they re-
vealed a particular pattern of distribution for each subunit
expressed in neuronal and glial cells (Rubio and Soto,
2001; Xiang and Burnstock, 2005). Extracellular ATP act-
ing on P2 receptors serves as a signaling molecule that
normally participates in synaptic neurotransmission and
neuroglial communication but that can also act as a toxic
agent mediating neuronal degeneration and cell death
(Franke and Illes, 2006; Franke et al., 2006).

In this paper, we show that both degenerating and
dying MNs in mSOD1%%34 rodent models of ALS can be
specifically recognized by using antibodies against the
purinergic receptor protein P2X,. Although the specific
role of this protein in the context of MN degeneration has
vet to be defined, the lack of appropriate markers for
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neurodegeneration in mutant SOD1 animals justifies in-
terest in the observations reported here. We demonstrate
that degenerating MNs with strongly positive P2X,-like
immunoreactivity (P2X,-LIR) do not display apoptotic fea-
tures but later die when surrounded and engulfed by
activated microglial cells. Moreover, use of the P2X, anti-
body made it possible to demonstrate that neurons other
than MNs followed a similar process of degeneration in
mSO0D1 animals. Such neuronal populations include at
least Purkinje cells in the cerebellum, serotonin-
containing neurons in the raphe nucleus, and noradren-
ergic neurons in the locus coeruleus.

MATERIALS AND METHODS
Animals and tissue preparation

All the transgenic animals used in this study were male
and female Sprague-Dawley NTac: SD-TgN (SOD159%4)
L26H rats obtained from Taconic Farms (Germantown,
NY). Upon arrival, the animals were kept in a strictly
controlled environment. Wild-type Sprague-Dawley rats
were also purchased from Taconic. The time course of
disease progression varied for individual animals, but in
general, once symptoms had developed, disease progres-
sion was quite rapid, causing the death of most animals by
age 5 months. Animals were deeply anaesthetized with
pentobarbital and transcardially perfused with physiolog-
ical saline solution followed by 4% paraformaldehyde in
0.1 M phosphate buffer (PB) at pH 7.4 for light microscopy
immunocytochemistry. Other fixatives were also used
when required. The spinal cord, brain, and leg muscles
were removed and immersed overnight in fresh fixative at
4°C. They were then transferred to 30% sucrose in 0.1 M
FPE and frozen. Appropriate rules and procedures were
followed (Generalitat de Catalunya DOGC 2073, 1995) in
all cases involving rats, and all efforts were made to pre-
vent suffering. Seciatic nerve axotomy, tissue sampling,
and processing were performed according to Casanovas et
al. (2001).

Immunohistochemical procedures

The spinal cord was cut into 16 pm transverse sections,
and the brain or brainstem was equally cut along the
coronal plane. This was done on a cryostat, and the sec-
tions were mounted on gelatinized slides and stored at
—80°C before use. Muscles were cut into longitudinal sec-
tions. The sections were pretreated with phosphate-
buffered saline (PBS) containing 0.1% Triton X-100 for 15
minutes, blocked in 3% normal goat serum (NGS) for 30
minutes, and then incubated overnight with primary an-
tibody at 4°C. Primary antibodies against P2X,, P2X,,
P2X,, P2X,, and P2X;, purchased from Alomone Labs
(Jerusalem, Israel), were diluted to 1:500. The P2X, anti-
body (cat. #APR-001, lot AN-04) was raised in rabbit by
using the peptide (CS)DPV ATSST LGLQE NMRTS, cor-
responding to residues 382-399 of rat P2X, protein as an
immunogen. In Western blot, this antibody recognizes a
double band at the expected size of —50 kDa in human
platelet lysates (manufacturer's techmical information).
Similar bands were detected in mouse-brain extracts, and
the antibody detected injured rat MNs by immunocyto-
chemistry (Kassa et al,, 2007). The P2X, antibody (cat.
#APR-003, lot AN-04) was produced in rabbits against the
peptide (C)SQQD STSTD PKGLA QL, corresponding to
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residues 457-472 of rat P2X,. In Western blots of rat
brain extracts, a single band of 64 kDa was detected by
this antibody, which has also been used for immunostain-
ing in rat brain (Rubio and Soto, 2001).

The P2X4 antibody (cat. #APR-016, lot AN-03) was a
rabbit polyclonal antibody against the peptide
(CVEEKQSTDSGAYSIGH, correzponding to residues 383—
397 of rat P2Xg. A single band of ~60 kDia was detected on
Western blotting of rat dorsal root ganglia lysates (man-
ufacturer's technical information). This antibody also
stains rat young vagal MNs by immunocytochemistry
{Brosenitsch et al., 2005). The P2X, antibody was raised
against the peptide (C)KKYK YVEDY EQGLS GEMNGQ),
corresponding to residues 370-388 of rat P2X, (cat. #APR-
002, lot AN-04 and AN-05). This antibody has been exten-
sively used to study the distribution of P2ZX, receptor
protein in a variety of preparations (see, for example,
Rubio and Soto., 2001; Atkinson et al., 2003; Qiao et al.,
2003; Doctor et al., 2004; Nasu-Tada et al., 2006; Yeung et
al., 2006). On Western blots, of normal rat brain and
spinal cord tissues, it recognizes two close bands, of the
predicted molecular weight, that were abolished by anti-
body preincubation with an immunizing peptide (see Re-
sults and Discussion). Neither of these bands nor the
immunostaining in tissue sections was obsgerved in brain
and other tissues of P2X knockout mice (Sim et al., 2006).
The P2X. antibody (cat. #APR-004, lot AN-04) was ob-
tained in rabbit after immunization with the peptide (C)K-
IRK EFPET QGQYS GFKYP Y, corresponding to residues
576-595 of rat P2X; protein. The specificity of this anti-
body has been tested by Western blots of rat brain homog-
enates and extracts of mouse microglial cells (Lundy et al.,
2002; Witting et al., 2004). In our hands, microglial cell
immunolabeling was observed in rat brain tissue sections
stained with P2X; antibody, as expected according to
Xiang and Burnstock (2005).

Other already well-characterized antibodies used were
as follows:

1. Mouse monoclonal antibody anti-neuronal nueclei
(NeuN, diluted 1:500; Chemicon International, Te-
mecula, CA; cat. #MAB377, lot 23031163), which was
obtained from mouse brain by using purified cell nuclei
as an immunogen. Positive immunostaining with
NeuN antibody was observed in most neuronal cell
types, in the rodent nervous system, and characteriza-
tion of the NeulN antigen in brain homogenates by
Western blot showed three bands of approximately
46-48 kDa (Mullen et al., 1992).

. Mouse monoclonal antibody anti-glial fibrillary acidic
protein  (GFAP, diluted 1:400; Chemicon; eat.
#MAB360, lot 24091577), which was raised against
purified GFAP from porcine spinal cord. This antibody
clearly delineates typical astroeyte morphology in sev-
eral species, including rodents, and stains a band of 51
kDa corresponding to GFAP on Western blot of extracts
from a human glioma cell line (manufacturer’s techni-
cal information).

. Rat monoclonal antibody anti-serotonin (diluted 1:100,
Chemicon; cat. #MAB352, lot 06040258130), which was
obtained by using a formaldehyde conjugate of seroto-
nin as an immunogen and recognizes serctoninergic
sites in fixed tissue sections. MAB352 does not show
reactivity with catecholamine-containing neurons
(manufacturer’s technical information).

i

. Mouse monoclonal antibody anti-CD11h (MRC 0X-42,
diluted 1:100; Serotec, Oxford, UK; cat. #MCA275G, lot
1105), which was obtained after immunization with rat
peritoneal macrophages and extensively used for spe-
cific labeling of macrophages and microglial cells in
flow cytometry or immunochistology (manufacturer’s
techniecal information). OX-42 has been used for map-
ping the distribution of microglia in rat brain (Milligan
et al., 1991).

. Mouse monoclonal antibody anti-tyrosine hydroxylase
(TH; diluted 1:100; Sigma-Aldrich, Alcobendas, Spain,
cat. #T2028, lot 016K4857). This antibody 1s derived
from TH-16 hybridoma that were obtained by using
purified rat TH as an immunogen; it recognizes
epitopes present in the N-terminal region between
amino acids 40-152 of rodent TH (—60 kDa; manufac-
turer's technieal information).

. Mouse monoclonal antibody anti-calbidin-D-28K (di-
luted 1:1,000; Sigma-Aldrich, cat. #CH848, lot
016K4786) and derived from the CB-955 hybridoma,
which was produced after immunization with a purified
bovine kidney calbindin-D-28K. It recognizes a protein
band of the predicted size (28 kDa) and shows the
expected cell-type-specific expression in rat brain
{manufacturer’s technical information).

. Monoclonal antibody anti-TuJ-1 (diluted 1:500; R&D
Systems, Minneapolis, MN; cat. #MAB1195, lot
HGQO1), produced from the mouse hybridoma clone
Tud-1 from a mouse immunized with rat brain micro-
tubules. On Western blot, TuJ-1 antibody recognizes
the mammalian neuron-specific class III p-tubulin but
not other B-tubulin isotypes in glial cells {manufactur-
er’s technical information).

. Rabbit polyclonal antibody anticleaved caspase-3
{Asp175; diluted 1:50; Cell Signaling, Beverly, MA; cat.
#9661, lot 12), which was raised against a synthetic
(KLH-coupled) peptide corresponding to amine-
terminal residues (CRGTELDCGIETD) adjacent to
Aspl175 in human caspase-3. This antibody is used as a
marker for apoptosis in rat brain and detects a single
band corresponding to cleaved caspase-3 on Western
blots of several cell lines undergoing apoptosis (manu-
facturer’s technical information). All dilutions were
made in PBS.

In some cases, serial coronal sections from the brain and
brainstem were cut with a Vibratome, collected in 0.1 M
PB, and processed for immunoperoxidase staining accord-
ing to standard ABC procedures (Vectastain, Vector, Bur-
lingame, CA). The sections were finally mounted on
gelatin-coated slides, air-dried, and coverslipped with
DFPX. The specificity of the immunoreaction was tested by
using anti-P2X, as a primary antibody following preincu-
bation with the immunogen peptide (0.5-1 pg/ml) for 2
hours,

Appropriate secondary antibodies labeled either with
Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 546 (Molecular Probes, Eu-
gene OR), or Cy5 (Jackson ImmunoResearch Laborato-
ries, West Grove, PA, 1:500) were used for multiple fluo-
rescent immunoclabeling. Fluorochrome 4',6-diamidino-2-
phenylindole dihydrochloride (DAFPT) were usually applied
at 50 ng/ml.

Some sections of spinal cord were processed for correlative
detection of P2X, and active caspase-3 immunoreactivity in
combination with terminal deoxynucleotidyl transferase
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dUTP nick-end labeling (TUNEL) and NeuN staining, re-
spectively. As both anti-P2X, and anti-activated caspase-3
antibodies were raised in rabbits, consecutive cryostat sec-
tions were immunostained with one or other rabbit antibody,
and the corresponding fields were digitally imaged and stud-
ied. TUNEL was performed with a fluorescence in situ de-
tection kit for cell death from Boehringer Mannheim (Mann-
heim, Germany) according to the manufacturer’s
instructions.

To reveal the acetylcholine receptors (AchRs) at the
neuromuscular synaptic sites, sections were incubated
with Alexa Fluor 488-conjugated a-bungarotoxin (1 pg/ml;
Molecular Probes).

The sections were examined by using an Olympus BX51
(Hamburg, Germany) epifluorescence  microscope
equipped with a cooled CCD camera (DP30BW). Samples
were also imaged and analyzed under a FluoView 500
Olympus confocal laser scanning microscope. A Visilog 6.3
(Noesis, Orsay, France) was also used for image analysis.
Fluorescence intensity analysis was performed on images
acquired under identical microscope and software settings
and kept without further modifications. For the final pub-
lished figures, images were assembled, labeled, and bal-
anced for optimal brightness and contrast by using either
Adobe Photoshop 7.0 or Microsoft Power Point 2002 soft-
ware. Fluorescence micrographs that were only red-green
were converted to magenta-green to make them accessible
to red-green color blind readers.

Ultrastructural immunolabeling

Both pre-embedding and post-embedding procedures
were applied for ultrastructural localization of P2X -LIR
in the spinal cord of mSOD1%%*4 rats. End-stage animals
(P150) were perfused with 4% paraformaldehyde, 0.1%
glutaraldehyde in 0.1 M PB. Dissected spinal cords were
submerged in the same fixative for 6 hours. For pre-
embedding immunostaining, Vibratome sections (50 pm)
were treated with 50 mM glycine for 30 minutes and
permeabilized with 10% NGS in 0.01% saponin in PBS for
1 hour. Sections were then incubated overnight at 4°C
with the primary antibody rabbit anti-P2X, (1:100). After
washing, samples were incubated for 1 hour with second-
ary antibody anti-rabbit biotinylated antibody (1:100; Vec-
tor) and then with Nanogold streptavidin (1:100; Molecu-
lar Probes) for 1 hour. Finally, a silver enhancement
procedure ( Silver enhancement kit, Molecular Probes) was
performed according to the manufacturer's instructions.
Labeled sections were flat-embedded in Embed 812, sec-
tioned, and counterstained with uranyl acetate and lead
citrate and then observed under a Zeiss EM 910
{Oberkochen, Germany) electron microscope.

For the post-embedding method, a freeze substitution
protocol was performed. Spinal cord tissue, which was
fixed as above, was sectioned at 200 pm by using a Mecll-
wain Tissue Chopper (Mickle Laboratory Engineering,
Gomshall, Surrey, UK). It was then proceszed according to
the freeze-substitution procedure and subjected to low-
temperature embedding with Lowicryl HM20 resin (Elec-
tron Microscopy Sciences), following a protoeol similar to
that described by Rubio and Wenthold, (1999). Ultrathin
sections were collected on nickel grids and treated for 10
minutes at room temperature with 0.1% sodium borohy-
drate in Tris-buffered-saline (pH 7.4) containing 0.1% Tri-
ton X-100 (TBST) and 50 mM glycine. After washing with
TBST, sections were first incubated in 109 NGS diluted in
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TBST for 10 minutes and then in primary antibody ( rabbit
anti-P2X,, 1:100) for 2 hours at room temperature. After
rinsing in TBST, they were incubated in 10 nm gold-
conjugated goat anti-rabbit IgG (Sigma) diluted 1:20 in
TBST containing 10% NGS and 5 mg/ml polyethylene
glyeol 20000, for 1 hour, at room temperature. After wash-
ing m TBST and distilled water, sections were counter-
stained with uranyl acetate and lead citrate before obser-
vation.

Western blotting

Animals were sacrificed by using a lethal dose of pento-
barbital. Spinal cords were rapidly dissected, frozen in
liquid Ny, and stored at —80°C until use. Samples were
homogenized in 10 volumes of eold buffer (0.32 M sucrose,
10 mM HEPES, pH 7.4, 2 mM EDTA, with added protease
inhibitor cocktail [Sigma P8340]) by using 10-15 strokes
of a motor-driven glass-Teflon homogenizer and spun at
1,000g for 15 minutes to remove pelleted nuclear fraction.
Supernatants (S1) were collected and spun at 50,000 rpm
on a 70.1 Ti rotor (Beckman, Fullerton, CA) for 30 minutes
to vield a erude memhbrane pellet and cytosolic soluble
fraction. The pellets were then resuspended in homogeni-
zation buffer and spun again at 50,000 rpm to yield a
washed crude membrane pellet. Pellets were resuspended
in HEPES-lysis buffer (50 mM HEFPES, pH 74, 2 mM
EDTA with protease inhibitors). Protein concentrations
were measured by the Bradford (1976) method.

Subcellular fractions were size-separated through dena-
turing sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electro-
phoresis (SDS-PAGE). An equal amount of protein from
each sample was heated at 100°C for 5 minutes with an
equivalent volume of the sample buffer (containing 8%
SDS and 2% mercaptoethanol) and then loaded onto 7.5%
polvacrylamide gels. The proteins were electrotransferred
to a nitrocellulose membrane in Tris/glycine/methanol
buffer (pH 9.0). The membrane was blocked for 1 hour at
room temperature in a blocking solution mixture of 5%
nonfat dry milk, 0.15% Tween 20, and Tris-buffered saline
(TBS). The membrane was then incubated for 2 hours at
room temperature with the P2X, rabbit primary antibody
diluted to 1:250 in a blocking solution. The membrane was
rinsed once, for 15 minutes, with TBS-0.1% Tween 20
(TBSTw) and then washed twice for 5 minutes with block-
ing solution, before incubation for 1 hour at room temper-
ature in 1:3,000 diluted peroxidase-labeled anti-rabbit an-
tibody (Amersham Biocsciences, Buckinghamshire, UK).
The blot was washed once with TBSTw for 15 minutes,
once for 10 minutes, and three times for 5 minutes and
then processed for analysis by using a Supersignal Chemi-
Luminescence detection kit (Pierce, Rockford, IL), follow-
ing the manufacturer's indications.

Behavioral analysis

Paw print analysis was adapted from Costa et al. (1999),
Rat hind paws were covered with ink to record walking
patterns during continuous locomotion, and stride length
was also measured.

RESULTS
P2X-like immunoreactivity in spinal cord of
mSOD1Y*™4 pat

To explore whether P2X receptors play a role in MN
degeneration in ALS, we first studied the expression of
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Fig. 1.

P2X purinergic receptor immunopercxidase labeling in
transgenic mSOD4 rat spinal cord observed under interference
contrast microscopy. AB,Ik Note the absence of immunclabeled
structures in the ventral horn (delimited by dashed line) for P2X,,

P2X,, P2X,, P2X,, P2X,, and P2X; in the spinal cords of
mSOD1%4 transgenic rats. These rats developed an MN
dizease with clinical courses identical to those described in
previous reports (Nagai et al., 2001; Matsumoto et al., 2006).

Immunolabeling of spinal eord sections in the final
stages of the diseasze (120-150 days; Fig. 1) did not show
any appreciable changes in P2X,, P2X,, or P2X; expres-
sion compared with age-matched sections of wild-type an-
imals. Whereas no specific spinal cord structures were
immunostained with P2X; or P2X, antibodies, cerebrospi-
nal fluid-contacting neurons with positive P2X, immuno-
reactivity identical to those described by Stoeckel et al.,
2003 were clearly identified in both normal and
mSOD1%%34 lumbar spinal cord (not shown). P2X; immu-
nolabeling clearly delineated microglial cells in both wild-
type and mSOD1%%** animals, with staining being more
conspicuous in the latter in accordance with the abun-
dance of activated microglia at advanced stages of the
disease. However, when we used P2X, antibodies, a
clearly distinctive pattern of immunostaining was ob-
served in mSODT spinal cord; this contrasted with
the scarcity of strongly labeled structures in the control
tissue. In normal brain, perivascular and meningeal
mononucleated cells showed some degree of PZX ;-LIR and
displayed a pattern identical to that previously described
(Xiang and Burnstock, 2005). In addition, neuronal cell
bodies in the brainstem adjacent to the IV ventricle, and
belonging to lateral vestibular nucleus, also displayed pos-
itive P2X,-LIR in control animals (see below).

In contrast, abundant strongly positive P2X, structures
were seen in the gray matter of mSOD15%% rats and
along Rexed laminae 5, 6, 7, 8, and 9. Very little labeling
was found in laminae 4, whereas laminae 1, 2, and 3 were
completely devoid of any overt signal. P2X -positive struc-
tures consist of abundant fibers and some large neuronal
bodies. The latter are mainly localized in lamina 9, indi-
cating that they are ventral horn MNs (Fig. 2A-C,G).
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P2X,, and P2ZX,. C: It ia possible to observe positive P2X; neurons in
cantact with cerebrospinal fluid. E: Strong P2X,; immunostaining is
present in ventral horn MNs and nerve fibera. F: P2X; immunoresc-
tivity is associated with small microglial cells. Scale bar = 100 pmn.

P2X,-positive fibers must be of neuronal origin because
they do not colocalize with GFAP (Fig. 2I). Similar results
were observed in the spinal cord of mSOD15%*4 mice at
the end stage of the disease (120 days; data not shown).

Strong P2X ,-like immunoreactivity was
associated with degenerating MNs in
mSOD1“*** animals

When P2X,; immunolabeling was combined with the
neuronal marker NeulN (Mullen et al., 1992), it was ob-
served that most of the P2X,-positive cell bodies displayed
little or no NeulN-immunoreactive signal, suggesting that
strong P2X,-LIR could be related to degenerating MNs
that have lost NeuN. Counts of large NeuN-positive neu-
ronal bodies located in lamina 9 indicated that MIN loss
began at P90 in mSOD1%%* rats and drastically de-
creased until P120—-150, the age by which virtually all the
NeuN-positive MNs had been lost. In contrast, MINs with
positive P2X,-LIR were first detected at P90 and notably
increased during P120-150. Before the overt detection of
P2X,-LIR MN cell bodies at P90, strongly positive nerve
fibers were already visible at P50. The decline in the
number of MNs correlated with the increase in P2X,-
immunoreactive structures and with the loss of motor
performance as measured by paw print testing (Fig. 3).

When intensity values for NeulN and P2X, fluorescence
were plotted for individual MNs, a clear dissociation be-
tween signals was observed at advanced stages (P130-
150) of disease because of the inverse relationship be-
tween the two markers with respect to normal and young
(P30) diseased rats (Fig. 4A,B,E-M). This was also ob-
served when we compared the mean ratio values of P2X,/
NeulN fluorescent signal intensity, which was 4.34 times
greater for P130-150 G93A animals than in the wild type
{Fig. 4C.D).
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Fig. 2.
from mS0 rats at the end stage of the disease (P150) (A—C .G, or
age-mated wild type (D-F,H), were double flucrescent labeled to re-
veal PZX,-LIR (A} in red and nuclear profiles with DAPI (B,E) in
blue. C,F: Respective merged images. PEZX -immunoreactive struc-
tures are most prominent in mSOD®™* rats, concentrated in the
ventral horn MNs (Rexed lamina 9) but are also present in the rest of
the gray matter except in the most dorsal lammae. In transgenic
animals, P2X,-LIR is also increased in ventral (VR) with respect to

PZX,-LIR 1n rat spinal cord. Sections of lumbar spinal cord

DGQQi

Although some P2X -positive fibers were detected in the
spinal cord at PO, strongly P2X -immunoreactive MN
somata and dendrites were initially observed at P90. At
this age, immunostaining iz homogeneous and sometimes
extends to the nucleus. DAPI staining indicates that
P2X-positive MNs do not show any appreciable chroma-
tin condensation. At P120-150, P2X,-positive MN somata
are often encircled by a ring of non-neuronal cell nuclei,
suggesting that microglial cell recruitment has occurred.
P2X-positive MN soma also often display signs of neu-
ronophagia in which groups of microglial cells are seen to
be completely immersed in disintegrated neuronal eyto-
plasm. Cell-mediated destruction of MN eytoplasm in-
volves the progressive loss of P2X,-LIR. The miecroglial
nature of this phenomenon was confirmed after labeling
with OX-42. It seems that, in the early stages of the

dersal reots (DR G,H: A detail of the spinal cord ventral horn
(delimited by dashed line) double labeled with DAPT (blue) and P2X
(red) of P160 transgenic (G and wild-type (H) rats shows the accu-
mulation of large MN cell bodies and fibers with strongly positive
P2X,-LIR in fransgenic but not in wild-type samples. I: P2X-imuno-
reactive cells and fibers are of neuronal origin and do not colocalize
with GFAP: the spinal cord ventral horn at 90 days in an mSOD%*4
rat triple fluorescent labeled for PZX, (red), GFAP igreen), and DAPI
(blue). Seale bar = 500 pm in A-F; 200 pm in G.H; 100 pm in L

acquisition of strong P2X -LIR (mostly found, for example,
at P90) MNs do not show an intimate association with
microglial cells. This finding indicates that the P2X, phe-
notype points to MIN degeneration before microglial at-
traction. Once microglia were mobilized, P2X -positive
MNs disintegrated progressively, and the P2X, signal was
completely lost by the end of the process (Fig. 5).

In congruence with the absence of manifest chromatin
condensation, degenerating P2X -positive MNs did not
display any TUNEL staining (Fig. 6A-D). On the other
hand, the limited number of TUNEL-positive cells ob-
served in the spinal cord of mSOD1%%%4 rats had highly
condensed chromatin and did not share this positive P2X,
immunolabeling (Fig. 6E-H). Although simultaneous dou-
ble immunolabeling of P2X, with active caspase-3 was not
feagible because both antibodies were made in rabbit,
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Fig. 3. Time course of P2X,-LIR expression in mSOD™ pat spi-
nal cord and ite relationship with MN degeneration and disease
progression. A,B: The mean *= SEM of the number of NeulN (A or
P2X, (B) immunopositive MNs that are present in a section of lumbar
spinal cord wentral horn. ©: The result of the paw print score is
represented at different ages for mSOD%*A and wild-type rats. Note
the inverse relationship between the number of MNs with positive
NeulN and P2X,-LIR and the positive correlation between the number
of P2X -immunoreactive MNs and worsening motor test performance.

when these immunoreactivities were individually studied
in consecutive sections, it was clear that degenerating
MNs displaying a strong P2X, signal did not contain any
positive caspase-3 mmmunostaining (Fig. 61-J). These re-
sults indicate that P2X,-LIR is not associated with the
typical cytochemistry of apoptosis. To corroborate the dis-
sociation between apoptotic MN death and P2X,-LIR, a
series of experiments was performed following a model in
which MN apoptosis was induced in young rats after pe-
ripheral nerve axotomy (Casanovas et al., 2001). It was
confirmed that apoptotic MNs present in lumbar spinal
cord after 3 days of sciatic nerve axotomy did not display
positive P2X,; immunolabeling (Fig. 6K.L).

Ventral, but not dorsal, axons of mSOD1%%*2 rats were
positively immunostained with P2X, antibodies in the
early stages of disease development. Even at P30, when
ventral axons do not yet show appreciable degenerative
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D-I: Representative sections of lumbar spinal cord of mSODS™4 pats
at 90 D-F) and 150 1G-1) days after double immunaolabeling for NeulN
(D,G, green), P2X,; (EH, magenta), and merged images (F.I1. MN
numbers were obtained after counting 20 -72 sections of two animals
in each condition. In the paw print scores, each peint represents the
average of 4-19 animals in each condition. Mann -Whitney tes
P = 0.0001; %, P < 0.01 v& wild type in A. Mann-Whitney test: * P =
0.0001 vs wild type in B, ANOVA test: ¥¥, P'= 0.0001; *, P = 00:- V8
wild type in C. Scale bar = 500 pum.

changes, such as myelin alteration, and when P2X, label-
ing in the spinal cord has not yet developed, ventral nerve
roots and motor axons in the white matter display intense
P2X, staining (Fig. 7B,E). During the end stage (P150),
almost all ventral root axons are degenerating and are
engulfed by phagocytic Schwann cells, which are axonal
debris strongly labeled by the P2X, antibody (Fig. 7C,F).
All these aspects are clearly reflected in Figure TH, which
shows the ratio values for the intensity of PZX,-LIR in
ventral versus dorsal roots, which 18 about seven times
greater in mSOD1%%** than in wild-type rats.
Ultrastructural immunolabeling of spinal cord tissue
using P2X, antibody from P150 mSOD1%%** rats showed
that in addition to axons, dendrites, and degenerating
neuronal bodies, P2X,-LIR was often associated with cy-
toplasmatic structures of ventral horn MNs that other-
wise do not display any conspicuous ultrastructural
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Fig. 4. Dissociation between NeulN and P2X, immunofluorescence
intensity signals in individual MNs of clinically affected mSOD%%4
rats. A,B: The fluorescence intensities of NeuN and P2X, were mea-
sured and plotted for each large neuronal cell body at the ventral horn
of wild-type and mSOD%™* pats at asymptomatic (P30) or end-

A ROOWTE B P30G93ARC

Fig. 5. Acquisition of PZX,-LIR degenerating MN=s is followed by
interaction with microglia. A,A" In wild type. scares microglial cells
oceasionally interact with MNs, which are devoid of P2X,. BB At
presymptomatic stages (P30) mSOD19%4 MNs display a weal P2X,-
LIE and few microglial cells are present in ventral horn. C.C': P2X,-

changes indieative of neurodegeneration. They do not, for
example, show any signs of chromatin condensation or
extensive organelle damage. It seems that immunoreac-
tive deposits are located either between or close to the
surface of small membrane vesicles, with the mitochon-
dria and cytoskeleton always being devoid of immunola-
beling. On dendrites and axons, labeling showed a similar
distribution: presynaptic terminals on the axodendritic
synapse of P2X,-labeled dendrites were unlabeled (Fig. §).

P90 G93A
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[ Neun

P90 SODG*A

terminal (P150) stages of disease. C,I}: The mean of the ratio values
for the P2X /NeuN fAucrescence of all the cell bodies measured for
each condition are also shown with vertical bars. Mann-Whitney test:
*, P = 0.0001 vs wild type. E-M: Representative examples of the
measured cell bodiea, Scale bar = 50 pm.

E .P150 G93A

immunopositive call bodies are first detected at P90, and many of
them do not come into contact with microglia. DD, E,E': At P150,
many microglial cells are seen surrounding P2X -immunopositive call
bodies, with some of them suffering a process of disintegration by
neuronophagia (arrows). Scale bar = 20 pm.

We looked for PZX-LIR at the neuromuscular junctions
in mSOD1%%*4 rats, In some cases muscles were studied
for simultaneous detection of four fluorochromes; DAPI,
Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 546, and Cy5, to reveal,
respectively, the locations of DNA, nicotinic AChRs, P2X -
LIR, and intramuscular axons (Fig. 9). No P2X,-
immunolabeled structures were found in neuromuscular
synapses of wild-type animals (Fig. 9A-C). At P17, most of
the endplates were found to be innervated but lacked
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Fig. 6. Absence of asaociation hetween P2X-LIR and cytochemical
markers of apoptotic cell death. A-D: An example of a dying cells present
in spinal cord of an mSOD pat showing that degenerating cells
dizplaying positive P2X; immunoreaction (C.I) do not show either apo-
ptotic morphelogy (A)LTUNEL positivity (B), or positive immunostaining
for active caspase 3 (J) E-H: By contrast, a cell with apoptotic nucleus

appreciable amounts of P2X;-LIR. At P30, neuromuscular
Junctions displaying positive P2X, signals associated with
nerve terminals were occasionally detected on gastrocne-
micus muscle but not those with intramuscular axons. At
PRO and P90, most of the endplates observed in the exten-
sor digitorum longus (EDL), soleus, tibialis, and gastroc-
nemius, showed positive P2X, immunostaining associated
with presynaptic terminals, as evidenced after examina-
tion of their relative locations with respect to AChRs and
B-tubulin by confocal microscopy (Fig. 9D-M). However,
at P150, hardly any presynaptic P2X -positive structures
were seen; at this age, most of the endplates were dener-
vated, whereas others exhibited plastic changes such as
altered morphology of the postsynaptic apparatus that
was innervated by multiple thin nerve fibers and termi-
nals. This finding strongly suggests that they were, in
fact, reinnervated synapses (Fig. 90,5). The nerve termi-
nals examined in these reinnervated synapses did not
show any detectable P2X, immunolabeling. In some cases,
reinnervated endplates displayed irregular deposits of
P2X-immunoreactive materials that did not correspond
either to B-tubulin-positive nerve terminals or to specific
arrangements of postsynaptic membrane: they could pos-
sibly represent degenerated remnants of the original
nerve terminals at this synapse (Fig. SN-1J).

Strong P2X,-like immunoreactivity was also
related to degenerating neurons in the
brainstem and cerebral cortex

Because it i1z well established that the degenerative
process affects upper and eranial motoneurons in humans
and experimental ALS, as well as lower motoneurons, we
wanted to search for strong P2X,-positive degenerating
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(E) displaying a positive TUNEL reaction (F), does not show positive
P2X, immunoreaction (Gl K.L: Motoneuronal apoptosis (arrows) was
induced in rat lumbar spinal cord by sciatic nerve axotomy in 3-day-old
postnatal rats; MNs displaying apoptotic morphology (K do not have
positive P2X,-LIR (red in L). The somata of MNs are delimited by dashed
lines in L. Seale bar = 10 pm in A-H; 25 pm in I-L.

neurons in the brains of animals at the end stage of the
disease. In wild-type animals, intense P2X-LIR was ob-
served in association with large cell bodies of the lateral
vestibular nucleus (Deiter’s or magnoeellularis nucleus;
Fig. 10C.D) and also small mononuclear cells surrounding
intracerebral blood capillaries and residing in the connee-
tive tissue of the pial surface. Neither nerve fibers nor cell
bodies were found to be appreciably immunolabeled in
other central nervous system regions.

As expected, degenerating motoneurons and nerve fi-
bers heavily labeled with P2X, antibody were observed in
(GY3A rats in all brainstem motor nuclei except the oculo-
motor (III), trochlearis (IV), and abducens (VI). It should
be taken into account that MNs in the oculomotor nuclei
are slow to be affected by ALS (Martin and Swash, 1995).
By contrast, P2X,-positive degenerating MNs and nerve
fibers were clearly identified in the trigeminal motor nu-
cleus (V), facial (VIL), ambiguus (IX, X, and XI), and hy-
poglossus (XII; Fig. 10LJ). P2X,-positive MNs in brain-
stem nuclei are commonly associated with activated
OX42-positive microglia that often decorate both cell bod-
ies and neurites according to a pattern similar to that
obzerved in ventral horn MNs (data not shown). In the
motor cortex, unlike in other cortical areas, P2X -positive
large pyramidal neurons were also identified in layer V
(Fig. 10A,B). All these data are congruent with the ex-
pected distribution of degenerating MNs in the rodent
ALS model.

However, in addition to these structures, other neuronal
groups were also found to be pathologically labeled in
mSOD1%%%4 but not in wild-type rats. These include cell
bodies and fibers in the superior vestibular nucleus, some
neuronal cells in the deep cerebellar nuclei, and the retie-
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Fig. 7
from wild-type and mSOD®** rats. A-G: In the wild type, P2X,
labeling is nearly absent both in ventral and dorsal nerve roota (A.D).
P2X,-LIR is acquired in ventral (A—C,G) but not in deorsal (D-F), root

F2X,-LIR in spinal cord ventral and dorsal nerve roots

axons in diseased mSODY rats. Increased P2, immunostaining is
chserved in the ventral axons of transgenic mSOD%3A rais as early as
P30, when degenerative morphological changes had not yet developed
(B). At P150, most of the ventral axons are degenerating, and the
P2X, immunostaining remains highly elevated (C). A detail of P2X-
immunopositive axons emerging from the spinal cord (SC) to form a
ventral root (VR is depicted in G; nerve roots are delimited by a
broken line, and the spinal cord boundary is indicated by a continuous
line. H: The ratio of intensity values of P2X, immunocstaining in
ventral compared with dorsal roots was measured and plotted; the
horizontal line represents the value of 1 obzerved in wild-type ani-
mals. At least five roots were measured in each condition. Mann-
Whitney test: *, P = 0.002 va wild type. Error bars are too small to be
represented. Scale bar = 100 pm

ular formation including the raphe nucleus. In the retic-
ular formation, P2X,; immunostaining was detected in
degenerating serotoninergic neurens (Fig. 10K). Even so,
the overwhelming majority of serotoninergic fibers
present in the brainstem did not colocalize with P2X,. The
noradrenergic system was also affected at the end stage of
the disease, because P2X -immunopositive degenerating
neurons and fibers were clearly identified within the locus
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coeruleus delimited by TH immunostaining (Fig. 10E-H).
Some Purkinje cells at the cerebellar cortex were also
affected, as explained below. All these data are summa-
rized in Table 1.

Pathologically, P2X,-labeled neurons could be easily dis-
tinguished from neurons normally expressing P2X,. In wild-
type rats, in large neurons of the lateral vestibular nucleus,
which are normally P2X,; immunoreactive, immunostaining
was restricted to cell bodies and exhibited a homogeneous
distribution (Fig. 10D). The same pattern was repeated in
mSOD1534 rats, suggesting that this particular nucleus
was not affected by the disease process (Fig. 10F). Other-
wige, in strongly P2X,-positive pathological neurons ob-
served in G93A rats, cell body immunolabeling was heavy
and extended to dendrites, showing a fragmented or granu-
lar pattern, perhaps indicative of degeneration (Fig. 10G). It
is clear that strongly P2X,-positive neuronal immunolabel-
ing was linked to cell degeneration because in virtually all
cases and regions examined, it was associated with neu-
ronophagic microglia.

Strong P2X,-like immunoreactivity
demonstrated that cerebellar Purkinje
neuronal cells degenerate in mSOD1%%3 rat
and mouse models of ALS

The use of P2X, antibody as a marker for neurodegen-
eration in the mSOD1%%%** rat demonstrated that, in ad-
dition to the non-motoneuronal cells described previously,
cerebellar Purkinje cells (PCs) alzo underwent conspicu-
ous degenerative changes. A few P2X -positive degenerat-
ing PCs were first detected at P90. More abundant,
strongly P2X,-positive PCs were found in the cerebellar
cortex at P150, intercalated between apparently normal
neurons (Fig. 11AB). Counts performed on three end-
terminal animals (P120-P150) indicated that 2.04 =
(.34% of PCs displayed this change. The pattern of immu-
nostaining within a given PC showed some variability: in
some cases, P2X, labeling delineated the whole PC (cell
body and dendritic shatft) but not the axon, whereas in
other cases only segments of dendritic arborization were
strongly labeled, with the remaining cellular structure
being only slightly labeled (Fig. 11C-E). After combining
P2X, labeling with OX-42 immunocytochemistry for mi-
croglia, it was evident that, in almost all cases, P2X,-
positive PCs included a considerable number of attached
microglial cells. Detailed observation of confocal miero-
seope images led us to deduce that the microglia were first
attracted to P2X, and then migrated through the space
between parallel fibers to reach the PC. The microglia
then conducted their phagoeytic activity, and segments of
the PC (i.e., the dendritic arbor) were destroyed, resulting
in a loss of P2X, immunolabeling. Fragments of P2X-
immunopositive material were often observed inside the
cytoplasm of microglial cells in the vicinity of areas of PC
destruction (Fig. 11G-T).

It is interesting to note that the nuclei of P2X,-positive
PCs did not show any appreciable alteration (i.e., chroma-
tin condensation) compared with normal PCs after DINA
staining with DAPT (Fig. 11J-M).

P2X -immunopositive PCs displaying features compara-
ble to those described mm rat were also detected in
mSOD1%3* mouse cerebellum at the end stage of the dis-
ease (Fig. 11F).
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Fig. 8. Ultrastructural localization of P2X,-LIR in lumbar ven-
tral horn of wild-type and mSOD%* animals at the end of the
terminal stage, The results of pre-embedding (A-F, H) and post-
embedding {G) procedures are shown. To facilitate the identifica-
tion of silver deposits in micrographs from pre-embedded immuno-
staining, a magenta mask obtained by image thresholding was
overlaid. Az An MN cell body of a wild-type animal with scarce P2X,
immunolabeling. n, nuclai. B: An example of an MN cell body in
which P2X, immunclabeling was mainly located in the cytoplasm;
nuclei (n) do not display chromatin condensation, and no gross
degenerative changes are observed in this nearon. Detail of P2X,
immunolabeling showing the patchy ultrastructural distribution
equivalent of the granular immunostaining seen under a light
microscape. C: Strongly P2X-labeled degenerating MN axon show-
ing that neurcfilament (nf) bundles are devoid of labeling. D: 171-
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trastructural image taken from a sample processed by conventional
electron microscopy to show the aspect of a degenerating MN axon
equivalent to that displayed in C but without the perturbation intro-
duced by immunolabeling. E: High magnification of P2ZX immunola-
beling in a dendrite in which the absence of silver deposits in mito-
chondria (m) can be ohserved. F: P2X; deposits are seen distributed

hetween dendritic lles; note the absence of

nolabeling in the presynaptic terminal in this axodendritic synapse
(encircled). G: An example of the P2X, immunogold labeling in a
myelinated axon obtained by the freezesubstitution postembedding
procedure. my, indicates myelin sheath. Gold particles are seen con-
centrated in the axon. H: Detail of P2X,-LIR showing the ultrastruc-
tural patchy distribution in a neuronal process equivalent to the
granular appearance of immunostaining seen under a light micro-
scope. Scale bar = 2 pm in A-EH: 0.5 pm in F; 0.2 pm in G.

branous org
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Fig. 9. PZX-LIR in the nearomuscular junction from wild-type
(A=C) and mSOD 3 (Do) rats. Neuromuscular synaptic sites were
studied after multiple fluorescent labeling: a-Bgtx (green) for AChRs,
PIX, (magenta, in B.E H or red, in L.P.T) and, in some cases, p-tubulin
(blue). PZX,-LIR is abeent in wild-type (B) and transiently present at
presynaptic nerve terminals of mSOD®** rat neuromuscular junctions
(D17}, The neurcmuscular junction of the soleus at P60 (D-F) or EDL
muscles at POO (G-I were imaged under a confocal microscope. A poai-
tive P2X, signal with a distribution complementary to AChRs is seen in
both the horizontal and lateral view, suggesting its presynaptic localiza-
tion at these ages. J-M: The presynaptic localization of the P2X, signal
was further confirmed by using an axonal marker in a P60 soleus muscle.
NAT: In advanced stages of disease, presumably reinnervated neuro-
muscular synapses are devold of P2X,, as seen in this example of optical
sections taken from an EDL endplate of an mSOD% 3 rat; a complete
Z-axis projection of the same endplate is presented in R-U, in which the
P2X,-positive debris detected could represent remnants of the former
degenerated presynaptic terminal Scale bar = 20 pm.

Specificity of P2X, antibody in the
recognition of P2X {I\ATP-l‘eceptor protein in
mSOD1%" rat spinal cord

An obvious question arising from our results is whether
an upregulation of ATP-receptor protein underlay the pre-
viously mentioned changes in P2X, immunchistochemis-
try. After applying the P2X, antibody on Western blots
from whole spinal cord extracts, two main bands were
observed in both wild-type and mSOD1%9*4 samples, with
Mr of 58 and 42 kDa. A minor 30-kDa band was also
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Fig. 10. AB: P2X-LIR PZX;-positive degenerating pyramidal neu-

rons in the V layer of the motor cortex of P150 mSO! A rat. C,D:
P2X,-positive neurons normally present in the lateral vestibular nucleus
{NWL) of wild-type rats showing the fine homogeneous distribution of
P2X,-immunopositive material within cell bodies; IV indicates IV ven-
tricle. Ex Double fluorescent labeled image taken from the brainstem of
a PB0 mSOD™3 pat showing the distribution of P2X,-LIR (magenta)
and tyrosine hydroxylase (green) in a plane containing the lateral ves-
tibular nucleus (NVL) and locus coeruleus (LC): at this age, pathological
PIX, immunopositivity has not vet developed. F-H: An equivalent sec-
tion taken from P120-150 mSOD** rats demonstrates the presence of
degenerating P2X -immunopositive neuroms in the LC: a high-
magnification image of a degenerating LC neuron with the coarse gran-
ular appearance of P2X -immunoreactive material is shown in G; the
noradrenergic nature of P2X -positive degenerating LC neurons 1s dem-
onstrated after double fluorescent labeling of P2X, (magenta) and ty-
rosine hydroxylase (green), seen in I I: Transversal section of the
brainstem of a P150 mSOD% rat showing the facial nucleus (FN,
encircled) enriched in immunoperoxidase-stained P2X,-positive degen-
erating MNs. J: P2X,-positive degenerating MNs (red) from a P120
mSOD*4 rat are also eoncentrated in the nucleus ambiguus; nuclei
were counterstained with DAPT (blue). K: Double Huorescent labeling of
neuronal cells in the raphe nuecleus demonstrating that some degener-
ating P2X,-positive neurons (magenta) colocalize (white) with serctonin
labeling igreen) Scale bar = 100 pm in A,C FH; 50 pm in B.D,G.J; 200
pm in E,L.25 pm in K; 20 pm in insats in H

detected but only in whole extracts of mSOD19934, To
follow the changes in these protein bands more closely,
throughout the course of the disease, analysis was per-
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TABLE 1. Brain and Brainstem Distribution of P2X, in mSOD“*** Rat as
Revealed by Immunochistochemistry®

Distribution of P2X,-LIR mSOD1 %A WT
Oculomotor nucleus = =
Trochleans miclens - -
Abducens nucleus — =
Motor trigeminal nucleus +++ -
Facial nucleus +++ -
Arbignus nueleus +++ -
Hypoglessal nucleus +++ -
Motor cortex ipyramidal neurens, layer Vi ++ =
Hypocampus - -
Carehellar cortex (Purkinje neurons) + -
Cerebellar cortex igramnlar layer) - -
Locus cosruleus ++ -
Superior vestibular nueleus ++ e
Lataral vestibular nucleus ++ ++
Reticular formation +it+ =
Raphe nucleus +++ -

Inferior olivary complex o=

The prop of P2X, immt itive neurons at the distinct regions was scored
acc:m-li.m‘g:“:s‘A 1-10% [ +), 10-60% (++1, =50% (+++), absence of immunastaining (—).
. zubtype Go3A of mutated supercxide dismutase; PEX-LIR, P2 like

Jmmunoweachvt\r W, wild type.

formed after fractionation of whole extracts. The 58- and
42-kDa bands were concentrated in the crude membrane
fraction, and no gross changes were detected in samples
taken from ages P30 to P90 when they were compared
with controls. However, in extracts from end-terminal dis-
eased animals (P120-150), a strong upregulation of the
58-kDa band was observed (Fig. 12A). In the soluble frac-
tion, a 42-kDa band was observed in wild-type and
mSOD1%%%4 animals that persisted without appreciable
changes under all the conditions studied. We also clearly
detected 30 kDa in the soluble fraction. This band was
only present in transgenic mSOD1%%34 animals and was
obheerved in increasing amounts from P30 to end-terminal
ages (Fig. 12B). Immunostaining of all the described pro-
tein bands was eliminated when the antibody was prein-
cubated with the immunizing peptide.

DISCUSSION

In this paper, we show that a commercially available
antibody against P2X, ATP-receptor protein selectively
binds degenerating MNs in transgenic rat and mouse ALS
models. In addition, the ability of this antibody to detect
damaged neurons allowed us to unmask neuronal pathol-
ogy in central nervous system areas that are not usually
thought to be affected by the course of the ALS disease
process. Thus, in spite of uncertainties about the physio-
pathological significance of the P2X,-LIR described here
in animals with ALS, the use of the antibody as a marker
provided a unique and valuable tool for revealing sick
neurons in these models. It iz interesting to note that the
affected neurons did not display any other changes com-
monly associated with other types of neuronal degenera-
tion, such as cell death, caspase-3 activation, or TUNEL
staining. Our results concerning the lack of apoptotic mor-
phology in degenerating MNs in transgenic rats are in
aceordance with those reported in other studies relating to
transgenic ALS mice (Migheli et al., 1999, Guégan and
Przedborski, 2003; Martin et al., 2007) and with the lack
of upregulation of cell death-associated genes (Perrin et
al., 2005, 2006).

The acquisition of P2ZX-LIR should be considered in the
context of several other alterations that have been de-
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seribed in MNs before cellular death in ALS models. These
include: mitochondrial alterations, fragmentation of the
Golgi apparatus (Mourelatos et al., 1996), impairment of
axonal transport (Zhang et al., 1997; Willlamson and
Cleveland, 1999; Dupuis et al., 2000), retraction of neuro-
muscular synapses (Fischer et al., 2004; Pun et al., 2008),
deposite of ubiquitinated materials, astroglial changes
and loss of EAAT2 (Howland et al., 2002), chaperone
downregulation (Maatkamp et al., 2004), upregulation of
transeription factor ATF3 (Vlug et al., 2005), and changes
in other genes involved in cell growth and maintenance
(Perrin et al., 2005). Nevertheless, P2X,-LIR appears
along with the first clinical symptomatology, indicating its
association with motoneuronal dysfunction. The observed
inverse relationship between NeuN and P2X, may be a
sign of this abnormality. NeuN is a neuron-specific nu-
clear protein (Mullen et al., 1992) that has been used to
follow motoneuronal loss in the transgenic mouse (Hafez-
parast et al., 2003).

Although the number of NeulN-positive cells decreased
under several pathological conditions, this finding does
not necessary imply neuronal death, but rather the deple-
tion of NeulN protein or loss of protein antigenicity asso-
ciated with neuronal injury (Unal-Cevik et al., 2004). In
our case, MNs that had lost NeulN displayed cytological
phenotypes ranging from near normal to obvious cellular
destruction with P2X,-LIR always being upregulated.
There can be no doubt that NeuN-negative/P2X -positive
MNs were irrevocably damaged, because once P2X, posi-
tivity was acquired, MNs attracted microglial cells, which
initiated a process of neuronophagia that eulminated in
MN loss. Whether a P2X,;-immunoreactive protein is in-
volved in the activation and targeting of microglia to al-
tered MINs remains to be determined. This is a very im-
portant point, because it is already well established that
motoneuronal injury in ALS is strongly influenced by mi-
croglial cells (Beers et al., 2006; Moisse and Strong, 2006),
which are also considered presumably significant cellular
targets for ALS therapy.

The attainment of P2X, positivity was not only confined
to the cell body but also extended to the dendrites and
axons. At the motor terminals, P2X-LIR was moderate
but only clearly wvisible in the early and intermediate
stages of the disease. If this was an expression of the
dying-back neurodegenerative process observed in
SOD1%%%4 mice (Fischer et al., 2004; Gould et al., 2006), it
should be investigated further.

Another relevant question deriving from our results
relates to molecular substrate and strong F2X-LIR. It
should firet be noted that the P2X, antibody that we used
has already been extensively applied to detect P2X, recep-
tors in different cells and tissues with satisfactory results
in terme of ite specificity (see, for example, Rubio and
Soto., 2001; Atkinson et al., 2003; Qiao et al., 2003; Doctor
et al., 2004; Nasu-Tada et al., 2006; Yeung et al., 2006).
Moreover, in brain and other tissues of P2X,; knockout
mice, the same antibody was unable to detect any signal
by Western blotting or immunoceytochemistry (Sim et al.,
2006). By using Western blotting, we detected two protein
bands in the expected range of the P2X,; molecular weight
in crude membrane fraction extracts of the spinal cord.
These bands were eliminated when the antibody was pre-
incubated with the immunizing peptide, The glycosylation
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Fig. 11. P2X,-LIR detects degenerating PCs in P150 mS0D84
rat cerebellum. A: Low-magnification view of transverse section of
cerebellum processed for P2X, immunoperoxidase staining in
which sparsely distributed positive PCs are seen. B: P2X -positive
PCa ired) are intercalated between apparently normal ones immu-
nostained with calbindin (green); the sample was also labeled with
DAFIL, which clearly delineates the granular cell layer. C-E: details
of P2X,-positive immunoperoxidase-stained PCs showing an exam-
ple of the distinet patterns observed, which range from whole cell
(C) to dendrite segmental staining (D.E). F: PZX;-positive
immunoperoxidase-atained PCs are also present in P120 end-
terminal mSOD®A mouse carebellum. G-I: Triple fluorescent la-
beling showing P2ZX;- immunoreactive PC (red) in combination
with the microglial cell marker OX-42 (green) and nuclear DAPI
staining (blua) to demonstrate that activated microglial cella mi-

of the P2X, receptor may explain the observed variability
in molecular weight, as the protein has six (North, 2002)
or seven (Rettinger et al., 2000) sites for N-glycosylation.

A good relationship does not exist between changes in
the number of these P2X, protein bands and data from
P2X, immunocytochemistry throughout the course of the
disease because significant P2X, protein upregulation is
only observed in samples from end-terminal mSQD15934
animals. However, the 30-kDa band present in the soluble
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grate toward P2X,-positive PCs and carry out a cell destruction
process that proceeds according to the following steps: (G) extended
microglial cell processes make early contact with P2X-positive PC
dendrites; (H) horizontally extended microglial cells reach and
cover a P2X,-positive PC in a process of neursnophagic disintegra-
tion and loes of P2X,-LIR; (I) An almost completely destroyed
P2X,-positive PC with microglial accumulation is seen. J-M: De-
generating PCs do not display changes in chromatin organization,
as shown in this triple fluorescent high-magnification photo in
which the nuclear structure of a P2X -negative, apparently normal,
PC iencircled by a dashed line) can be compared with a neighboring
P2X,-positive degenerating PC (encircled by a continuous line).
Triple immunolabeling was as follows: (.J) calbindin in green: (K)
DAPILin blue; (L) P2X, in red; and (M) merged. Scale bar = 250 pm
in A; 40 pm in B-I; 20 pm in J-ML

fraction extracts showed a profile that overlapped, even
exhibiting increased sensitivity, with that of P2X, immu-
nocytochemistry. This was because a 30-kDa band was
clearly observed after P30 in mSOD15%%4 but was absent
in wild-type animals. At present, we do not know whether
30 kDa is a protein that is unrelated to P2X, but shares
certain epitopes with it or whether it is a produet of P2X,
cleavage resulting from altered processing of this protein

in ALS MNs.
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Fig. 12, Identification by Western blot of protein bands recognized
by P2X, antibody in fractionated rat spinal cord tissue. A: Crude
membrane extracts. B: Soluble fraction. The relative amounts of

It 1z interesting to note that P2X, receptors, but no
other P2X receptors, are subjected to intense membrane
internalization and recycling (Bobanovie et al., 2002).
There is also increased delivery of endosomal P2X, recep-
tors to lysosomes and/or other proteolytic pathways, which
could explain the appearance of abnormal fragments in
this protein. In fact, altered internalization and lysosomal
degradation of a membrane protein has already been doc-
umented in the ALS cellular model (Vanoni et al., 2004).
In addition, perturbation of proteins and membrane vesi-
cle trafficking through the secretory pathway has been
recognized in MNs of transgenic ALS animal models (Uru-
shitani et al., 2006) and also after excitotoxicity (Tarabal
et al., 2005). The validity of this hypothesis will be specif-
ically addressed in further experiments.

Activation of purinergic signaling through ionotropic
P2X receptors by ATP released at synapses, axons, and
glial cells forms part of the complex events involved in
neuronal and neuroglial communication in physiological
and pathological states (for review, see Fields and Burn-
stock, 2006; Burnstock, 2007). Changes in the expression
of P2X; and P2X, subtypes of ATP receptors have been
observed in axotomized facial MNs (Kassa et al., 2007).
P2X,; was not studied in this work but was found in in-
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protein in the bands are represented by vertical bars. Data were
obtained from seven SDS-PAGE separations from three independent
tissue samplings and extractions.

creased concentrations in axotomized vagal MNs in an-
other study (Atkinson et al., 2003). The P2X, subtype of
ATP receptors has been found to be upregulated in several
models of neuronal injury but is generally associated with
an activated macrophage/microglial cellular population
and with the generation of neuropathic pain (Cavaliere et
al., 2003; Guo and Schluesener, 2005; Guo et al., 2005;
Franke and Illes, 2006; Trang et al., 2006; Zhang et al.,
2006). Az far as we know, there has only been one reported
description of P2X -immunopositive degenerating neuro-
nal bodies and neurites in rat spinal cord after physical
injury (Schwab et al., 2005). This suggests that this prop-
erty may not be exclusive to MIN degeneration in ALS
models.

The involvement of P2X, receptors in the modulation of
MN degeneration has been recently reported in associa-
tion with the protective effects of low concentrations of
ATP and ivermectin on kainate-induced MN excitotoxicity
{Andries et al., 2007). In the same study, it was found that
ivermectin was able to prevent MN degeneration and ex-
tend survival times for SOD1%%*4 mice. In the context of
our findings, these are intriguing results because they
define P2X, as a molecular target for ALS therapy. This
should be further investigated in order to understand its
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role in neuronal degeneration in ALS and perhaps in other
pathologies.

Although motoneuronal degeneration is congidered the
hallmark of ALS pathology, we also observed, confirming
other observations (Martin and Swash, 1995), that other
neuronal populations could alse be affected.

The superb ability of P2X, antibody to detect degener-
ating neurons allowed us to demonstrate that other neu-
ronal populations, besides MINs, were also affected in
transgenic ALS animal models. These include serotonin-
containing neurons of the raphe, noradrenergic neurons at
the locus coeruleus, and PCs in the cerebellum. In all
these cases, strongly P2X-positive labeling indicates neu-
ronal degeneration because activated microglia are selec-
tively recruited by these cells to begin a neuronophagia, as
seen in MNs. The involvement of a serotoninergic system
in human and experimental ALS has been consistently
obzerved in studies in which serotonin or its receptors
have been found to be reduced at early stages of the
disease (Turner et al., 2005; Sandyk, 2006).

In addition, pharmaeological potentiation of serotonin-
ergic neurotransmission delays weakness and mortality in
SOD15%3A mice (Turner et al., 2003). Although the in-
volvement of noradrenergic neurons in animal ALS mod-
els has vet to be deseribed, the occurrence of neuronal
degeneration in the locus coeruleus, which sometimes in-
cludes Bunina bodies, has been described in isolated hu-
man ALS cases (Iwanaga et al., 1997; Machida et al.,
1999). It is interesting to note that norepinephrine-
containing neurons in the locus coeruleus primarily
project to the ventral horn spinal cord (Aston-Jones et al.,
1995) and that this descending pathway has modulatory
effects on spinal cord motoneuron activity (Liu et al.,
1995).

Even though circulating autoantibodies against P-type
caleium channels have been found in ALS patients (Llinas
et al,, 1993), and spinocerebellar involvement has been
detected in ALS (Hudson, 1981}, there was no consistent
evidence of cerebellar pathology in human or transgenic
animal models of ALS. Even so, it should perhaps be
added that a loss of PCs was reported in a case of familial
ALS (Hirano et al., 1967). Here we show that PCs are
unambiguously affected in SOD1%%%*4 mice and rats. This
should be taken into account because the cerebellum of
transgenic animals has been used as a control tissue in
several studies. Degenerating P2X -positive PCs do not
display changes indicative of apoptosis, but—as also seen
in the other neuronal types described in this paper—they
constitute an attractive focus for the microglia, which
migrate to the PC body and dendrites through the mter-
stices between parallel fibers at the molecular layer. Com-
plex mechanisms involving apoptotic, nonapoptotic, and
autophagic pathways have been seen to be involved in
developmental PC death and in other models of cerebellar
degeneration (Baurle et al., 2006; Dusart et al., 2006) in
which mieroglial activation seems to play a primordial
role (Marin-Teva et al., 2004). The further study of P2X,
expression in these models may help us to understand its
role in different neuronal death pathways.
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Abstract

We have recently described how degenerating motor nevrons of SO0 ™ rodents
exhibit mntense mmmemmerezctivity to P23 annbodies. Maurons with soong P23e-like
immmmereactivity (P230-LTR) are often associated with micreglial cells displaying
nenrcnephagic activity and do not show apeptotic phenotype when dying After western
blot analysis, it was found that, in addition to P2230 ATP 1eceptor protem, P22
antibodizs recoznize 2 litherto umdennded low MW band. The objective of tlus work
was 1o identify the molecular connterpart of the strong P23L-LIE chzarved in
asseciation with newrenzl degaveration in SODI™™ aimals, After MALDI-TOF, we
found that the low MW, P23 -immmaoreactive protein was SOD]. Futher analwsis
demaonstrated that P2X, anfibady racosmizes a form of misfolded nutant S0D1 #94
which 15 expressed in newronal cells underpomg degeneration but not m ghal cells. e
pesitzve PANL imnumestaming was detected m mice oversxpressing human WT SOD].
When affinity clromatograply-isolaed P2Hs-immmoreactive 5001 species were
myected ntracersbrally thev promote mcroglial and astroghal actrvation. We cenchuded
that cross-reactivity could have bean dus o the abnormal expesure of an eprtope in the
inner hydrophobie region of S0D1 which shared stochral hemology with the P23

mmremizs pepide that was used for raizing the anibody

Key Words: ALS; 50D1; P25 nucerogha; protem musfolding: ant-30D] antbody:

astroglia
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INTRODUCTION

Anyotrophic lateral selerosis (ALS) 15 an adult-onset nemedeganeranve disease that
affzcts the upper and lower motenewrens (MIs] in the cerebral cortex, bizin stem and
spinal cord. It resulis n progressive MV loss, muscle paralysis and atrophy leading o
death within 2 few vears. Most ALS cases ocour sporadically bur ~10 % are mhented or
fammlial (FALS). In about 20 % of patients with FALS the dizease 15 cansed by
mmatations m the zene encoding Cu'Za-supercoide dizmutase (S0D1) (see 1 forreview
1. Tranzgemic animals oversxpressme mutant 50D develeop a disease with clinteal and
pathological sumilarities to human FATS (2, 3). However, ALS does not develop m
S0D] -deficient mice (4). Although the mechamsm by which 50D mmiants canze MIT
death 17 ztll unknown, there 15 now zeneral conssnsus that the involvement of mutant
50D m ALS pathogenesiz 1= dus to an Increazs o toxic function which leads to M
lozs dus fo a non-cell autonomens mechanizm invelving non-neuronal calls, For
example, degenaration of mutant S0D] expressing MiNs 5 delayved when they associate
with WT nen-neural cells (5, 8).

Chronee microghial nememflammation with increased production of newretoxic
substances 15 another well documented feature of ALS pathology (zes Moisse and
Strang 20406 for a review (7)) In transgenic amimals, microglial exprassion of mostant
0D results in the activation of thess cells which promotes the 1eleaze of factors that
kil motonsurons (8), while the reduction of mutant S0D] 1 micreglial cells 13
neuroprotective (9. From these studies it has been deduced that the diseazz mitiztion
mechanizm depends on expression of mutant SOD withm M=, whils the
inflammatory response produced by mutant exprassmg microglial cells determines s
progression. This mierpretation 15, however, a source of some controversy {100, A more

divect relationship between mutant SOD] and mevromflammation was deduced from
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studies demonstratng that although both nommal 50D and mutant S0D1 are cytosche
prote:ns, they mav also be secreted o extracellular space through secretory pathways
(1%, 123 It has also bean that, after secretion, extracellular muatant SOD] induces
nmuierozlial activatton and MW death which points to 3 promunent pathoganstic role for
secteted mutant SO0] m FATS.

Other recent studies identify astrocvtes as potscnons neighbours that may contributs fo
the killing of MINs m ALS (13-16). However, confiung the expression of mutant 0D
mmicroghia, astrocyies or neurons was not sufficient to mduce motor neuron dizease m
moce (8, 17-19) It also seems that the expression of myatant 50D] in olizodendrocytes
dosz not contribute to the mtiztion of MW dageneration {6).

The way in whoch M= die mn ALS 15 the subject of some debate, grven the eastence of
apparenily contradictory cheervations from biochemical and morphological analyses:
whereas neither apoptopic merphology nor apoptotic markers are feund “in 5™ in
degenerating the MMz of ALS assue sections (20-23), mochemical activation of
apoptotic signallmg pathways has been reported m ALS spinal cord and the beneficial
affacts of itz minbition have also beex observed (zee Guézan and Przedborsks 2003 for
revizw (217). In a recant report, we described how degenerating neurons m SOD1%
rats and mice were labalad using antbodies azamst the P250: submit of the ATP
receptor {23}, Dying neurcns displaying strong P2, -like immumereactivity (P3,-LIR)
did mot exdubat apoptotis morphology, nor did they display positove labelng to apopiotic
markers such as active cazpase o TUNEL reaction. However, we observed that maszsive
mucroglial recruztment with zewronophazic activity ocowred arovmd newrons with
positrre P23L-LIE. This seems to be a relevant phenomenon since the time coursa for
aconiring newvenal PIIL-LIR is an exquisite marker for newvenal pathology whoch has a

=ood correlation with disease progression in S0D1"* amimal ATS models. For
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sxample by using thes antbody the detection of degenerating nawwons 1 cevsbral cortex
in transgenie SO0 animals is relizhle and allowed us to demonsoate the presence on
degenerating cersbellar Pukimje cells and aminerzic brain stem newrons m these
animals (230, The obinous question deriving from thes stady 15 whether or not strong
upregulztion of the P23, subumit of the ATP receptor underlines theze changes. This
was not conchizmaly demonstrated by our previous report. In fact, from westem blots of
spinal cord extracts of SOD1™ rats we fonmd that P2H: antibody detected an
umdentifiad protem band that migrated at a lower molecular waight than that expected
for P23, Hera, we have specifically addressed tus 135ue with the aid of protecmics and
found that P27 antibodies cross-react with misfolded fooms of mutant SO0 that are
present i neurons but not i glial cells. We also described that nenrozal SOD174
conformers with P23 ,-I IF. may have pathogenstic relevance m the promotion of
nenroinflammation smes they ware able to activate WT microghia and astrogha and

when applied intracerebrally in normal amimals.

MATERIAL AND METHODS

Animals

Sprague Dawley WTac: SD-TzM (30017 L26H rats were obtaimed fiom Tacenic
Famms (Gemantows, W1 ). Upon arrrval, the animals were kapt m 2 stnetly controlled
envirmment Wild type Sprazue Dawlay rats were also purchased from Tacome. Adult
male T57BL/ET mice were purchased from Charles Baver laboratory (Wilmmzton, MA)
at 1 months of age. Occasionally, samples from mice overexpresing 30017 (BESTL-
TeS0D1-GH3A 1Gu) or 50D1 WT (B6SIL-TM{50D1 126w from Jackson

Laboratory (Bar Harbor, Mame) wate also used. Appropuiate rules and procedurss weare

241



followed (GCeneralitat de Catzhuya DOGC 2073, 1993) and approved by the Ethical

Committes for Anmmal Testing of the Univarsitat de Lleida.

Hiztolozy and Immunshistochemiziry

Animals {n=8) were deeply anaesthetized with pentobarbital and nanscardially perfused
with physiological salme solution followed by 470 paraformaldehvde m 0.1 M
phosphate buffer (PBY at pH 7.4, Sample: of spanal cord were post-fixed overmght m
the same solution, crveprotected in 205 sucrose, and frozen for crvestat sectionmg.
Transversal sections (16 Une thick) were washed in phosphate-bufferad saline (FBS)
containmeg 0. 1% Trrton 2-100 for 15 min, blecked i 3% norwal goat semum (1G5 for
20 min, and mcnbated evermight at 4°C with the primary antbody. Different primary
antibodias were used: polvelonal rabbit anh-F2H4 (1:500) from Alomons Labs
(Jerusalem, Izrael); mencclonal mowse anti-nevronal nucler (ante-Iewl; 1:300) from
Chemicon International (Temecula, CA. USA); polyclonal rabbat anmfi-glial fibillary
acidic protem {ant-GEAR; 1:400) from Chemmicon or, alternatively, whan requived for
deouble inmunoflucrescent labeling tozether wath anti-Tha-1, the polyelonal chicken
anti-GFAP (1. 1000} from Abeam (Cambnidze UK) were used; pelyelenal sheep anti-
supereside dismmtaselCw'Zn) (ant-5001; 1:1000) fom Calbrochem (Dlarmstad:,
Germany); polyelonal rabbit anti-romzed calenum binding adapror melecule 1 (ant:-
Thal: 1:500) from Wakeo Chemneal GmbE (Meuss, Gemuany). For mmmonoflucrescence,
washed sections were divectly menbated for 1h with an appropriate secondary antibody
{Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 546 from Molecular Probes (Eugene OR). or C33 from
Jackson ImpmimoF esearch Laboratones, (Wast Grove, PA). Fluorochicme 4 and 6-
dizmndine-2-phenylmdols dihydrochlonds (DAPT) were usnally appliad at S0ng/ml To

revaal mucroglial cells, some spinzl cord sections wers 1mcubated with FITC- conjogated
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Bandeiraea simplicifolia lactin (BS-1; 30W'ml) from Sizma-Aldnch (Alcobendas,
Spam) o1, altematively, by nang the meneclonal mowse anti-CD1 16 (OX42; 1100}
from Serotec (Oxford, UK. Images were obtamed uzsing an Ohvmpns B3X51 (Hamburg,
Carmany) epifluorescence microzcope equipped with a cooled CCD camera
(DPIBW). A FluoView 50 Obympus confocal laser seanning microscope was also
used. Colocalization analysiz was performed under Olymipus FV 300 software.

For studies of mousze mrcroghal cells after mtracerebral 50D ] myections, Tha-1
imrrngstaineng was performed in brain senal coronal ssetions (30 pm thick) obtained
with & vibratome. Saction: were collected m 0.1 M PB, pamueabilized 1 PBS wih
0.1%: Triton 3-100, blockad i [0%% noomal goat serom (NGS) for 30 nun, and
menbated evermizht with the anti-Toa-1 amttbody at 4°C. Saction: were then meubatad
with a2 byotimilated goat anti-rabbit antbody (1:100; Vector, Burlmzame, CAY and
processed for immmmmepercaxidase staimng according to standard ABC procedures
(Vectastam, Vector).

For electon microscople examination. amimals wers perfused with 2 mixte of 1%
glutarzldelivde and 1% paraformaldeivde in 0.1 M PS. Dissacted tizsues were postiixed
m 1% comnmm tetroxide and processed for Ewbed 817 embedding according to siandard
procedures. Ultrathin sections were counterstamed with wranyd zcetate and lead citrate.
Semuthm sectzons (1 jm thick) stained with methylens blue were also used for
observation. For wltrastuctnz! mimmmeclabelmz with ant-P27 the same protocal

previcusly desertbed by Casanmovas et al. (23] was followed.

Preparation of Spinal Cord Fraction:

Ammals (2=10 WT; n=14 S0D 1) were killad using lethal doses of pentobarbital.

Spinal cords wers rapidly dissected, fozen in higuid W2 and stored at -30°C until uze
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Samples were homogenized m 10 volumes of wee-cold buffer (012 M suerose, 10 mb
HEPES pEH 74, 2 mM EDTA . containing the protease inhititor cocktail {Sizma PE340)
and homegemzed using 10-13 strokes of & motor-drven glass-teflon homwogemzar,
Samples were spum at 1000 x z for 13 mmn 1o remove pelleted nuclear faction (P1).
Supsrmatants (51) were taken and spun at ~200,000 = 2 {50,000 rpm for 30 min n a
Beckman 70.1 Ti retor) to vield erude eytosel (52) and crude mentbrane pellats (P2
Pellets were 1e-suspended m homaogemzation buffer and spum agaim at ~200.000 = z 1o
vield washed crude membrane pellets (P27}, Pellets wers re-suspended tn HEPES-Lysis
buffer (50 w™ HEFES pE 7.4, I mM EDTA, with protease inhittor cocktail). Protein
concentration: were measwred by the Bradford methed and samples were stored at -

Bo*C

Elecrrophoresiz and Western blotring

Samples ware separated according to size twough denamuing 11% sodivm dodeeyl
sulphate- pelvacrilamede gel slacirophoresis (SD5-PAGE). An equal amount of protein
from sach sample was keatad at 100°C for 5 mm with an equvalent volume of sample
buffer (contaming 8% 505 and 2% mercaptosthanol} and loaded oznto polyacrylamids
gals. The proteins were electo-fransfarred to 2 mtocellulose membrane m Tiis—
elveine—methanol buffer. The membrane was blocked for 1 b at room temperature m 2
blocking selution mixnwe of 5% non-fat dry pulk, 0.1% Tween 20, and TBS. The
membrane was then incubated for 2 lr at room temperature with prmary antibedy. The
membrane was nnsed cuce with TB5-Tween 20 for 15 min and washed twice with
blocking seluton for 5 min and then mcubated for 1 b at room temperature m
peroxidase-labeled secondary antbodies from Amersham (Buckingham=hire, UK). The

blot was wazhed once for 15 muin, ones for 10 mm and three fiznes for 5 min and then
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processad for analviiz wsing @ Supersignal Chemml ominiscence detection kit (Piercs,

Fockford, IL) as described by the mamafacturer.

Two-dimenszional (2I¥ Electrophoresis

A protocel similar to that deseribed by Carrstte at al. {24 was followed, The velume
camving 100 pg of total soluble protein was mixed with the rehydratation buffer
contaimmg 8 Mwrea, 0.5% {v~7) CHAPS, 50 mM ditheothreitol (DTT), 0.5% ()
Biolytes (Bro-Fad, Hercules, CA USA) 1o brmg 1t to 2 final volume of 200 pl. A mace
amoumnt of bromophenol biue was added to the sample, wiich was then placed man 11
e strip holder. The IPG soip (pH 3-10; 11 em Biorad) was placed owar the protein
sample and overlad with a cover fhud (mmeral o). The IPG ship was then allowed to
actively rehydrate with the protein sample for 2 h, wlech was duectly linked to 2 six-
step focusmg protocol (Bh 30+, Shelbv. 1h 200+, 1h 500+, 1 h 5000 v, 1 h 8000+
The whole procedize was conducted at & fixed femperature of 20 “C. The stip gel was
mcubated o equilibraton buffer (EB, 150 Trs-HCI (pH 8.8), 6 M urea, 20% (v7)
glyeerol, 2% (wi'vr) SDS) coptamung 130 mb DTT for 10 mun wath gentle agitation,
followed by meubation in EB supplemanted with 135 mM 1odcacetanuide for 10 mn at
room tenmperature, The IPG stop was then placed on the 10% SDS-PAGE gel The
protein standards waie loaded adjacent to the pH 3.0 and Elsctrophoresis was carried
out a1 S0 mA The western blottng was made as descnibed above. To vizualize protem
spots, the PAG was subsequently stamed with Flamimgo Fluovescent Gel Stam (Bio-

Fad) or silver mtrate (Silver Staming Kit, GE Healtheare, Uppsala, Swaden).

Identification of proteins by MALDI-TOF Maz: Spectrometry
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We followed a previously described procedme (25). The bands were mamually sliced
from the gel and mdividually dizested overmght with 100-150 nz of Typsin (Promega,
Aleobendas, Spain) a1 37°C using a Montage In-Gel DigestZP (WMillipore, Billanica,
MA USA) according to the mamufacturer’s standard protocel. The resulting peptides
ware dried and resuspendad m 0.1%% tflucroacetic acid 0.5 W of them were than muxed
with the same amount of &-Cyano-dhydroxyemnanne acid (CHCA, 3 mg'ml}), Next,
they wers analvzed using a MAI DI-TOF Vayager DE Pro mass spectrometer (Apphed
Bapswstams, Foster City, CA, USA) operated in delzved extraction reflecfor mode an
accelerating voltaze of 20 KV and with a % ns pulse delav time, 75% gnid voltaze, and
a guide wire veltage of 0.005%%. Spectiz were accumulated for 100 laser shots and ware
visualized and analvzed using Data Explover seftware version 4.2 {Apphad
Buosvstems). Moncwsotopie peaks were :dent:fied using the Protem Frospector MS-Fit
softwrare version 3.2 and using Swizs-Prot for the database search.
Immunoprecipitation

Samples of 12t spinzl cords were homegenated in non-dezaturimg bysis buffer (20 mhd
Tns HC1pH 2, 137 mM NaCl, 10%: glycerol, 1% Neonidet P-40 (IVP-40), 2 mM EDTA)
uzing a glass homegenizer, Velumes of ly=sis buffer had to be determomed 1 relation to
the ameunt of fssue present Samplss were cenmfuged in a2 mucrocenaifuze for 10 min
at 12,000 mpmo and at 2 temperanue of 4°C and then placed on ice. The supermatant was
aspirated and placed m a fresh tube. then kept on 1ce and meubzted with the antibody
{1:200 polyclonal sheep anti-S0D] from Calbiochem or 1:230 polyelonal rabibat amti-
P23, from Alomone) cvernight at 4°C, wder zgitation. Meanwhile, the protein &
Sepharose beads {Amersham Pharmaria Biotech AB) weie prepared. 100 mg of bead:
weare meubated 1 m] PBS 0.1M, blocked for 1 h with lml PES-Bovime senim

Al (BSA, 1% wiv), washad for 1 hm PBS and then stored ar 4°C The Ly=ate-
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beads mpchire was incubatad at 4°C under rotary agitation for £ h. After that, the
samiples were centrifaged, the supematant was collected and the beads wers washed in
Lvsis buffer three tomes. Finally, the lzst supematant was removved, 25 pl of 2x loading
buaffer wers added to the beads. and both the first collected supamatant and the samples

ware boiled at 95-100°C for 5 pun for uiterior SD% PAGE and wastern blot.

Affinity chromatography

A Microlink Protem Coupling Kit, was used as descnbed by the mamafactuer (Plerce
Termo Fisher Scientific, ref # 20473). The anthbody used for coupling was ann-F23,
(Alomone; | mg'mi), Crude cyiosol (52) rat spmal cord profeins were added to the
cobomm and meubatad for 2 h ET. To reduce non-spectfic intevactions, the colunm was
washed with 0 38 all- 0.02% Tween-20. 300 pl of Coupling Buffer was added o
remove the non-bounded fraction. The columm was eluted by meubation with 100 ul
ImmmmoPure Elution Buffer for 10 min at room temperature. The recovered protem was
nentrzlized by addme 5 0] Triz 1M pH=05. The ehoted and non-bounded fractions were
used in stersotzxic experiments. After analy=is by westem bloting and Commassie

staming culy one ~22 kDz band was detected on eluted frachon.

50D] in vitro misfolding

A procedure simmbar fo that desenbed by Eakhat ot 21 (26) was followsd. 50D1 fom
Imman ervihrocytes was purchased from Sigma. Stock 106 pb S0DI m 50l Hepes.
pH 7.3, was diluted overnight and at room femperanme m 88 wea, 2mM DTT and
lmM EDTA to a final concentration of 2pbd. This 15 refarred to as ‘unfolded S0OD1°
Stock 50D was smnilarly dibuted in PBS overmizght (“folded 50D 7). “Unfolded 50D1°

and “folded S0DL " were diluted 1020 in PFBS containing lug'ml antt P2X4 antibody
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from Alomone and vsmg Jmp'ml BSA from Sigma as a stabilizer. This reaction was
wmenbzted for 1 hoat room temperature. This was followed by mmminopreciprtation with
50wl of washed Protern A sepharose beads (Amershar for 1h at room temperature.
Supermatants from each reaction were freated 23 a loading control. Samples wera

Western blotted wsing as a primary antibody sheep ant 30D1,

Intracerebral injection

Two-month old adalt male C3TBL/ET laboratory muce (n=14) wera anzesthetized with
Lioflurane (3% vol ) for 1-2 mm and then injected with 2% Rompun from Baver (Kiel,
Grermany) and 10%% Ketamme hydrochlonde from Menal (Barcelona, Spam) m 0.9%
Wall {13 pl'z) and placed on a sterectaxic apparatus (AS] mstmmcents, Warren, MI).
The ammals recerved an myecton of Lyl of etther racombmant Inmman 30D1 WT | or
SOD1™** spacias immumoisolated by anti-P2X; antibody (both at Tug/ul) which was
delivered into the Mppocampus {-1.0 mo lateral and -1.82mm dorsoventral from the
Bregma) at a speed of lulmin The delivery nzedle was left in place for | mun and then
slowly retractad {Immy'mm). The incisions were sunued and the mice were laft o
1ecover. The animals were mnfracardizlly parfused at different dmes {24k or 120h) after
the myection. Ceoronal senal sections of the whele braims wers cbtamed by means 2
vibratome processed for Tha-1 mmmaohistochemisty (n=6 for SODWT and n=6 for
nuatant 30D p=3 after 24 h and n=3 after 120 I, m both conditions). All Hesue
sections were digitally imaped at low mapnification (1.6 X objectrva) and Tha-1
unmmorezctivity was quantifisd by densitomety m the injected {1psilateral) and m the
non-njected {contralateral) hemispheres by nzing Visilog 6.3 (Moesis, Orsay. France)
unags znalyzer. Cme additonal pawr of WT and nurtant brains were senally ssctioned

and processed for a mple fiuorescent stainms for aimaltanecus demensoation of
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astroglia, mizroglia and nuclear morphelozy by uzing the already mentionsd reagents.
GFAP immmmoreactivity was evaluated on confocal mucroscope images obtamed after
Z-axiz projection of optically sectioned samples (2 Um thick) captured by a 207 (0.70
M.A} objective. The relative avea oecupied by GEAT positive cell: and processes were

determuinsd by mmage analvss (Vistlog 6.3,

Experiments with motoneuron-like hvbrid call line NSC-34

Mouze motonewron-hiks bvbnd cell line NMSC-34 were purchased fom CELL utions
Biosvstems (Toronto, Canada). Cells were subcultmed in 6-well plates (2x105 cells per
well} and nansiently tansfectad with plasmids {10pz DA per well) usmz a 1:1 ratio of
Lipofectammune 2000 (Tuvitrogen, El Prat ds Licbregat, Spam) to DINA. Expression
vectors for human 50D1%-EGFF, S0D17*.EGFP and 50D1**Y-EGFP, which had
been kindly provided by Dr. Bradley Turner, ware uzad for transfaction. Cells wera
fixed at 24-48 h with 4% paraformaldshyde and permeabilized with PBS-0] % fton-
X100, blecked in normal goat serum and incubated overmght at 4°C in rabbat ant P23,
antibody (Alomone). Imnumereaction was visualized after incubation with Cy5-
conyugated anti-rabbit secondary antibedy from Jackson Labs (1:300 m PBS) under an
Olympus FV 300 confocal mueroscope. In mutial experiments, Cv3- or Alexa Fluor 346-
conjugated secondary antibodies were uzed, but during sample exciztion with 346
helmm-neon laser, we observed 2 shift in the spectral properties of mutant S0D1-
EGFP. resulting m high cvoss-talk between Alexa Fluor 546 and matant SOD1-EGFP.
To cireumvant this inconvemence, we used ved flucrochrome T mstead.

Faor calcium imagmg, transfected calls that were grown on glass coverslips were
wenbated with 5 0 Fura 2 AM (Tovthogen) disselved in an sxtracellular physiclogical

solution containing (in mM) 1502CL 1CaCly, 1 MzCl, SKCI, 20 EEPES pH 74, 10
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Glucose and 0.1% BSA. for 30 mun at 37°C . The coverslps were then inserted into a
PHI (Wamner Instument Coap, Handem CT) perfusion chamber which was placed m a
Iikon Eclipse TE20D wrverted fluorescence mucroscope equipped with a
monochromator and an Orea ER. camera (Hammamatsu Photomies. Hamamatsu Caty,
Japan). All of tlos was done under the control of Aquarosmos software (Hamamat=u
Photontes) for ealeium imaging, Calls were contimmonsly parfuzad with the previously
mentioned selution. Stimulatmg agents ware added to the parfuzion chamber when
needed. Fatio mmages were captured usmng a 4000 1.3 WA Nikon 5 Fluer cil-immerzion
objective and subsequently analyzed

RESULTS

P2X, immunolabeling of degenerating nenrons in SOD1I™** animals,

Somse of the results obtamed from our previows work were replicated heve: conventionzl
flucrescence or confocal microscopy was performed on mmltilzbeled zpinal cord
sections from SODT™ rats. A< shown in Figl (A-F), at P30, the stage at which
clinzezl sympromatology has not vet emerged. many large ventral hom metonsurons
(WI2s) thar were visualized after NeulV inmmmestaming (A) did not display any
substantizl P23 immmmolzbeling (B or stucturzl abnommality when exanned in
combmaton erther with DAPT or Missl fluorescent staming (not shown). By contrast,
when the disease 15 fully developed (1.2, P150) and MN: lozs 15 conspicuous (D)), the
cell bodies and processes of degenaratmz MNs acquired strong P2HL-LIR (E). Vental
but not dorsal roet axons showed P23 immmepesitivity fom P9 on (Fig | & and H).
We observed that strong P23L-LIE was specifically zssociated with degenstating
neurenal c2lls and was completely dissociated from glial calls. When P27, and GFAP
immmostaiing were combined, colocalization analvsis demenstrated the absence of

callz with double-labeling (Fig I P-5). Smularly, P23, immnelsbeling was not found
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colocalized with erther of the microzlia cell markers OX-42 (Fig 1 L-0) or BS5-1 lectin
{Fig 1 T-¥). Nevearthelass, wea obsarved that P23 mwmunepositive neurons were often
completely dacovated by adjacent phagoeytosing microglial calls which progressively
dizintegrate newmenal P24 mmmumorezetive struetues (Fiz 1 -0, Degenerating MiNs
with 234 positve immunalzbeling do not display chromatin condensation or apoptotic
mophology 25 shown after DAFT stammg or by immumeelection microscopy
{zupplemantal digital content Fig 1 A-C). The reciutment of microzlhal cells by
degenerating MNs 1= depicted in semithin sections. Even in the advanced stagzes of
cellular disruption, rests of the MW nuclei de not undergo prominent chromatin
condensanon (supplemental digital content Fig 1 D-G and HY; similar results were
obtained in fissuss fom SODT™ monse (not shown). All these data comobarated our
previous work {23) and emphasize the need for fmther elucidation of the chemeal

natore of P2X-LIR.

PR, antibodies crozs-react with misfolded speciez of S0D1

Soluble extracts of spinz! cords were analvzed by western blot using anti-P2H,
antibody. A band nugrating to the MW of the P23, protemn was present in samples from
both normal and tansgenic ammalz. In addition, P2X. antbody did recesnize an
additional protein band of lower MW in samplas from transgenie SODI™ rats
whatever therr aze was (Fig. 2A). The labelmg must have been specific, becanss it was
abolizhad when the antbody was preincubated with the P23 mmumzing peptide. Wa
hypethesized that the low MW band may have resulted from an abnermal proteclviie
cleavage of the P23, vaceptor protem or could perhaps have represented some other
protein that was wmelated to P23 bat shared one or more epitopes with 1t. To resolve

thiz queston, we performed 2 protecmuie analysis using MAT DE-TOF mass
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spectrometry. Protems were sspavated by 2D electrophoresis and P22L-immuanoreachive
spots were identified by companng silver-stamed gels with P23, cmnmmestained 2D
wastein blots (Fig. 2B). After spectmum analvas. 7 peptide fizzments of 20D were
recogized {(fhrveshold: 7.46 x 10%): The matched paptidas cover 38 % of the protem (60
of the 154 amino acids). Thus, the low MW P22 -mimmnereactive protain was
wdentified az SOD1 (Fig. 2C). Thus vasult was comvoborated by analyzing the pattem of
spots obiamed after reactmgz 2D western blots with either ana-F220 o1 and buman
S0D] antibodies and assessing thewr equivalence (Fig. 200,

All these results sugzested that SOD1™** and F2X, share some epttope(s) that can be
revealed by ant-P273 antibodies. On comparing the amme acid sequence of the P23,
imrmmezmns pepiide with the complate sequence of human S0D1 . we found that the
pepiade sequence could be alizned withm a region of 0D comprising batween 34 and
53 ammeo acids of which 3 rezidues were 1dentizal and 8 were simlar (Fig. 2 E). Thus
sequence 15 enniched o hvdropheboe amine acids and locates m the mmer region of
natrve monomer m human 50D1, where 1t 15 presumzbly not availzble for antbody
bmding m 112 natrve form. Mumted 50D1 m ALS 15 prone o conformational changes
that promicts nzfolding and the aggregation of toxie forms that aceunmlats in neuronzl
and glial calls (27). In orvder to identify native P23 -immmeoraactive SOD17™
conformers, extracts of soluble and mcembrans fractions of spinal cord Seom erther
SOD1™* or WT rats were inmmmeprecipitated with anfi-P230, and anti S0D1
antibodizs. Under non-denatunng conditions, meonomenc 001 was
mmremopracipitated with ant-P27X, anttbodiss in either sohable or membrane extacts of
presvoopiomaiic (P30} and end-termmnal (F120) mutant andmals (Fig 3A). Only maces of
S0D1 were ynmmmopracipitated in WT extracts. High molseular weaight S0D1

azgregates were also mmunoprecipitated fo some extent at P120. Conversely, anti-
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50D mumwmepracipitzted 50D ] mencrmers ware alse memunolzbeled with ant-P230,
in both soluble and membrane fraction extracts from tansgenic anmmals {Fiz. 3B).

To explore whether 50D 1 apitope crozs-reactive with anti-P23, antibodies is better
exposed after unfeldme, human ervthrocvie-derrvad 50D was subjected o
unmmeropracipitation 1 itz natve folded state and after unfolding in the prezence of
lughly concentrated wraa. Thos 15 3 protocel similar to that deseribed bv Baklot ot al.
{26). We found that anti-F23, antibody reacts with wrez-unfolded S0D1 and that only 2

trace rezction eccmred with natrve SOD1 (Fig. 3C).

S0D1 and P2X, immunoestaining in sections of spinal cord tissue from QDI
rats

The relationsup betwresn S0D] and P2E, mmeunostaimng was examined mn double
fluorescent sections of labelad spinzl cord from WT and SOD1™** rats. Samplas from
mice over exprassing human WT 50D were also evaluated. As expected, S0D1
immmmestaining was sxtensive and strong m SOD1™ rats and present inboth
nenrcual and zhal calls. The shong P23 Anmumorsactive signal prasent in
degenerating MM was always colocalized with mtense 50D] momunolabaling.
However, intenze 50D mmumestamong was alse detected 1 cells and areas devond of
P23, mmnolabelmz (Fiz. 4 A-C). Forexample. after double labsling with GFAF,
S0D174 alzo aceunmlated in great tmmbers of astrocytes, whereas PX3,
immumoreactivity was never associated with astroeytes (Fiz 4 J-0). To evaloate whether

FHA rpressed in

accuizitton of P25, mmmmalabeling iz 3 property of S0D1
degenerating newans or, altematively, a mmtation-independant characteristic of S0OD,

we examned spinal cord sections from mce over expressmg homan WT 50D 1: as
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showm m Fig 4 D-F, 50D mumunostaining was net seen m assoctation with PI3L-TIR

i this case. These facts were objectivated after colocalization analvsis (not showa).

Activation of microgha and astroglia by extracellular P2X,- immuneoreactive
S0D1* conformers,

It haz been demonstrated that mntated 5001 cause microghosis and neuron death when
secteted in the exaacellular space (12). As manv degenerating neurons displayins
positive P23L-LIR in 0017 animals are seen to be intimately associated with
activated microghial cells, we wondered whether P2, immunareactive SO0
conformers were able to mduce nueroghal actrvation when apphed “m vive”. We
therafore first isolated P23 immmeoreactive SOD1™ species (SODI ™ P23L-LIR)
from exfracts of soluble spmal cord from noutant rats by affinrty chromatosraphy, nsing
a matix with mmob:lizad anti-F25, antitbody. The protein recoverad after elution was
then dvalized agaim=t PBS and injectad mio the hippocampus of nommal WT mice by
sterectaxis, Human ervtiwocyte 30D (50D]1 WTm PBS was also mjected az a
contrel. Microghosis was assessed after Iba-1 immumestainmg 1m senal ssctions of a
whols bramm at both 2dh and 5 days after myection. As chown m Fiz 5 {A-E}, maeroglhal
activation was monctored as 1t spread throwgh the bramn from the site of the mjection and
also extandad to the contralateral hemizphers. The densitometne values of the Tha-1
siznal were always higher afler adminizhation of SOD14 P23, LIR when compared
with 3001 WT. Microghia activated by SOD1™*A_PIN,-1 1R species display a
lypertrophee and ramofied morpheology. In anoter experument, senzl sections of bram
myected either with 50D1 WT or 50D1G93A-F2H4-LIE were double flucrescent
immmaolabelad with ant-GFAP and anti-Tba-1 for simultaneons visualization of

astroglial and microglial calls (Fig 5 F-K). It was alzo evidenced that after 5 dans
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nmtant 001 condformers induced extenzive astrocytic actvanon from m the injectad
areas. Activated aswecytes displayed more mntense GEAP mmumoreactivity, increazed
call-zize and proceszes mmuber when compared with those present around the site of
mgection m 2001 WT animals, Thiz was ehyectified afer mezsurament of the relative
area of GFAP-immmunoposiive structures that shewead a more than 100 % increaze after

nmtant 30D conformers mjection (Fiz 5 K.

PIX, crozz-reactve epitopes of mutant 50D] are mazked in agzrezates.

Smee musfolded mutant 50D 1= prone to azgregaton and newrotorioity, we explored
whether the wmmazkmg of P23 -mmunerezctrve epitops ooouws dumg the aggregation
of mertant forms of 30D in transfected mouse motonsuron-liks hvbrid cell linme NSC-
34, These cells were transfected with WT and AL S-lmked mutant (G934 and A4T)
linan 50D 1-enhanced sreen fluctescent protem (WSOD1-EGFF). Agsrezates of
L50D] were readily seen in cells expressing G934 or A4V ntations, but were more
frequent and promunent m the latter. After P22 immmmeocyviochenustry, we found that
notant 20D aggregates did not share immunoreacavity to P25, (Fiz 647 As the
lavels of the band cowresponding to the ATP receptor P23 subuist increased in the
spinal cord tissue of end-terminal G93A rats (23], we aszessed the possitbality of muntant
S50D1 transfection mfluencing endogenous expreszion of calemm-permeable ATP
receptors. This would be noticeable bacause freatment with the P27, allosteric
modulatar of the P23 subtype of ATP receptor mereases the swvival of SOD154
nuce {28). Changes m intracellular calerumn were analyzed m Fora?-loaded IW5C-34
cells after stmulation with ATE. Calemom fansients wers induced by ATP o many
confrol (utransfected) MEC-34 ealls, but decreased when WT or noatant 50D ] wers

overexpressed. Howevar, the decrease was most prominent in cells overexpressing
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moatant 30D, which indicate that the meveased function of the P23 receptors 15 not

present m thas ALS cellular prodel (Fiz. 68).

DISCTUSSION

We demonsirated that the sfong P23L-T IR observed durmg neurcdeganeration in
SO0 franszenic animals reveals the acommulztion of mutant S0D] in 2 partienlar
configuration of misfolding that may have a promunent pathozenic role. This canbe
deduced fom the fact that newrons expressing P21 TR recrun newronophagic
microgliz and also because SOD1™*-PF2X -LIF conformers that were exogenonsly
applied to mtact bram induced noticezble dagress of mueroglial and astrozhal activation
The obsarvad antibody cross-reactivity can be explaimed by the simelanty batwreen the
ammno acid sequences in the mimumizing peptide nzed m the production of P23,
anttbody and a 5001 saquence in its mner hydrephebic region. This epitope nust have
a ligh affimty for bimdimg to the P23y antibedy and o should be unmasked for umknown
Tezsons i degenerating neurons. Obwioushy, P23 antibody 13 able 1o recogmze
unfolded S0D] in denaturatme wastern blots being imnmmeprecipitation the
approprizte procedure for demonstrating fhe presence of SODI™* P23, LIR in Hamue
homeogenates. Misfolded mutant SODV 15 prene to the formation of aggregates that have
been considered nevretosac (29-23). These aggregates are found n both newrons and
giial cells (34, 35). We found that aggregates of mmtant SO0 m WS- 4-transfected
cells did mot exbubat P2H.-LIE. On the other hand, we never found P23,-LIR assonated
with nenronal protein agsregates or within glial cells, which indiczted that SOD14.
P23 -LIE was unmazked under conditions other than these of protem aggregation. This
15 mteresting to consider in relation to the open controversies about the cytoprotective

versus noxious effects of protein agzrezates n nemodagenarative dissases, which have
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been emerged after evidencms that melusion bodiss may be protective by erther
sequestering toxic diffise mutant proteins or by other mechamizms (32, 36, 371
Otherwize, misfolded solible SOD1 monomars with extermalized hydrophobas regions
have been found 1n fissues from pontant SODT ALS muice medels and may ses ba
particularly wvelved in ATS newotexicity (38). Since mesfolded proteins are likely to
extemalize parts of the hydrophobic mterior it 13 possible that F23L-LIE epitopes could
be unmazked m paricularly newotoxic solubls or chigomeric forms of misfolded mutant
S0D1. If so, thay would concord with eytosolic ultrastuetural localization F23L-LIR
sites in degenerzting nenrons (231

Altheugh S0D1 1= a evtesclic protem and does not contain 2 ganzlecation signal for
entering sacretory pathways, it has been showm that 1t can be secreted to extacellular
space {117 after reaching ER-Golz: compartments (12, 397, Actvaton of ER-soess
pathwrays by moatant S0D 13 an early change m most vulnerable Mz in ALS (407,
Unlika WT 50D], extracellular mutant 30D 1z able to activate microghial calls that are
nenrotoxic in promary spinal cord culbmes (41}, Here, we have shown that extacelluiar
SODI™M*A P2, L IR conformers are inductors of microzlial activation when introdneed
i normazl bram “m vrve”. This suggests that its prezence in degenerating neurons
dwing ALS progression may have a role in determimims reactive nucteglions and
newrcnophagia. Although controversy remamms (10, it seems that mucrozhions 1z a
relevant pathogenetic factor in ALS progreszion (8, 42) and that other immunes cells,
such as T ymephoeytes, may modulate micreghal activity (43, 44). Targeting microglia
15 therefors an ireportant therapeutic shatezy w ALS It has been vapested that reducmg
veurctoxic extracellular 50D bv means of imnumotherapy has a beneficial affact on
dizeaze symptoms and mmproves the life expectancy of mutant S0D] mice ALS madels

3.



Astrocyiic activation 1z a well establizhed feature of ALS pathelogy that ocoms both
humzn and ammal models of the disease (43). Astrocytes bearing S0D] mutanons are
neurotonie for MM (13-16), but the mnduchion of astrocyviie activation by extracellular
wutant 3001 was not previously reported. It would be important to mvestigate whather
astrocyies when activated by njaction of S0D1 ™4 P23, LR conformers upregulate
the production of moleculas that promote nevwonal death, as 1t was dasoiibed mthe ATS
context.

An antibody against 20D -exposed-dimmer-mterface [SEDT) has vecently bean
developed that recogmizas 3001 m musfolded conformation but not in native protem
{26). By mummmostaming dsgenarating motoneurons and venmal roots, axons are labalad
in a pattern that s comparable with the one that wea found with P23 antbody

However, in contrast with P2X, antibody, SEDI alsc detects mnclusion bedies 1o MNs
and asmoeytes. This is an indication that several distinet forms of musfelded 50D mmst
coexist differentially dizmbuted in ALS rodents and that it can be detectad by specific
antibodies. More recently developed monoclonal antbodies support thes assumption and

rrovide valuable new agents for therapentic smategies (6]
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ABBREVIATIONS

ALS, amyotrophic lateral selerosis; ATP, adenesine triphosphate; FALS, fapmiizl
amyotroploe lateral scleresis; GEAP, ghial fibnllary acidic protein; RS0DI-EGEP,
tumzn S0D -enhanced zreen fucrescent protem; M, motonewron; P23L-LIE, P25,
like immumeresctivity; P2HL-LIR-S0D1™* affinity chromatozraphy-1selated P23

immunoreactive SOD1% sperigs: SODL, superoxide disnmtaze 1; WT, wild typa.
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FIGURE LEGERDS

FIGUERE 1. (A-F) Double fluorescent lzbaling of lombar spinal cord sachons from
SOD1 3t at presvmptomatic (P30, A-C) and end-temyinal stages of the dizease
(F150. D-F} shewing impmmoreaciivity to beth WeulW (in green, A and D) and P23 {m
12d, B and E} at the venmal horn, Mote that the marked reduction m nornzal Meuli-
posttive large M cell bodies at the end stage (D) is conelated with the appaarance of
strongly P23l -immunopositive neuronal profiles (E). {G-H) Positive P27 .-
immmplabeling (red) is observed m axons of ventral (G, but not m dor=al, nerve roots
{H}: tissue section was obtamed from a P90 SOD1®* rat and was commterstained with
DAPT (biue) (T4 Sinmltanecus trple fluctescent labeling of spinal cord ventral hom

of an snd-terminal (150} SOD17"* 1at showing immunerezactivity to P2, (rad),
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042 (a mucroghal marker, zreen) and DAFPT (hhae); note the associztion of P27 —
mmmmorezctive MW somata and proceszes with mueroglial cells displayimg the tvpical
pattern of mevronophazia (arrowe), as lustrated m L0 at igher magmficanon, (P-Y)
P2 mminestainmg was not asseciated with astroglhal or microglal cells, a5 seen
after double immumelabeling with GFAP (P-R) or wath lectin B51 (T-X). B51 labelling
1 U adopts newoonal-like profile because it reveals 2 large amount of chumped
mucroghal cells aroomd P24 pesttrve nauron [ in Vi small zreen structures (amows in
X ave microglial cells and processes far from P23 4-positive nevronal cell body, but
some of them, adjacent to P2X4-positive nawronal processes; note also in T that DAPT-
staming reveals chistered of mucroghal cell nuclel over MY soma; images were obfamed
after Z-axiz projection of 19 optical sectioms (1um thick) imder a confocal mucrozcope.
Colocahzation analvsis, performed on smgle confocal planes, determmumed the absence of
doubla-labeled callular shuchures (5, Y. Bars = (A) 200 pm (valid for A-F); (G) 30 pim
{vahd for G-H); {I) 100 pm (vald for I-K): (L) 20 pm (valid for L-00: (P) 100 um

(valid for P-R); (T) 50 Lim (valid for T-X).

FIGURE 2. Identfication of the 22 Kd-P23-mmmmmecrezctive band ssen in spinal cord

extracts of mSODH

rats as 50D, {A) Soluble fraction of spinal cord extracts of
condrel (W) and moutant (93473 P150 rats after westarn blotting with ant:-P23,
antibody; note the presence of a Iew BOW band i the mutant sample. (B) F23.-
Immmrroresctve spots seen after two-dimensional westemn blotting that were analvzed
by MALDI-TOF. {C) The analysis of the MALDI-TOF spactum of peptides obtainad
after zamples dipestion identifisd S0D1, (D) Anti-lvanzn 50D and ann-F23, two-

dimensional westem blotting of spinal cord exiracts of end-terminal mSOD™ ats
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regults 1 an overlappme pattern of spots. (E} Aliznment of the F2X4 peptide used for
the generztion of ant-P2304 antibody with a primary ssquence of human 50D shownnz
sigmificant sequence similaity m the indicated region. Filled rectangles mdicate sites of
amino acid identity and filled ciweles sigmify aming acid simalarity. The celow code

mdicates amme acid polanity: non-polar (black), acid (red) and basic (blue).

FIGURE 3. Both ant-F273: and ant-human S0D] anthbodies mmnrmoprecipitate S0D]
1 seluble axtracts of spinal cord from end temmina] SOD1™* rats. Spinal cord lysates
corresponding to soluble (52) and membrace (P27 fractions of coutrol (WT) and
wnrtant (9340 vatz at diffevent ages (30 and 120 postatal days) were
immronnopracipitated {IF) with erther ann-P220 (A) o1 ant S0D1 annbodies (B).
Inmmmeoprecipifates were analvzed by western blotting (IB) erther with and haman
SO0 or anti P23, antbody. (O} Antt P23, antibody mneumopracipitated unfolded
tomzn ervtwoeyie 30D, 50D] was denztured by treatment with 85 urea, 2mi DTT,
and 1mM EDTA Boumd (B) and eluted fractions were analyzed by western blot usmz

antz-human S0D] anttbody.

FIGURE 4 (A-T) Immumchistochemical localization of P22L-T IR (red) and 50D1
{zreen) m the venwal heorn of P120-150 comrol CWT) and transzeme muce
overexpressing mutant human SO0 (mSOD1 ™) or wild type human 5001
(SOD1IWT). P23-LIR in S0D1™** P120 mice spinal cord ventral hom (delimited by
dazhed lines) only parially colocalizes with overexpressed magtant SODI (A-C).
However, the overexpression of non-pathogemic SOD1WT i aged mice does not
imvalve P2EL-LIR (D-F}); the weak fluorescent red granules seen in D ave wmspectfic

because since they are shll observed when promary annbody was omitted. Furthermors,
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strong P23a-LIK was not evidenced m aged WT mice exinbating lower mtansites of
S0D] mrmmmeresctivity (G-I). High levels of S0D] immumoreacavity were found m
bioth astroglial cells (arvow? and M= (*) in SOD1%* animals. as chown (J-0) after
deubls imnumoflucrezcent staming with GFAF (rad) and human SO0 {green)in a
ventrz] horn section from an end-terminal SOD1 12t Seale bar = (A) 100 pm (AT
Scale bar = (L) 25 pm {J-L). Seale bar = {0) 50 pm (M-0).

FIGURE 5. Anti-P23,-bounded SOD1%* conformers induce microghizl and ashogiial
activation when injectsd i normal brain. (A) After 2 single maacerebial injection of
aither buman ervthrocyte WT 20D1 (contel, S0D1 WT) or P23 -mummmoteactive
SO0 PIL-LIE-S0D1 %Y, conformers isalated by affinity chromatosraphy mice
were killed and corenz! secttons of whole bram were processed for Tha-1
mmrmolabeling. For quantitative analyzis, the optical density of the Tha-1 signal was
meznmed on ezch section and pletted m function of 1ts distance from the site of
imection. Each point represents the mean = sem of the datz obtained from 3 diffevant
animals that received contrel WT 50D1 (blus) o1 P2X,- immunereactive SOD] 34
{red). (B, C) Representative preudocolored mucrograph showing the strongest
menromflammatory reaction (red) produced close o the zite of injection of P225L-LIE-
SO0 conformers evidenced after IBA-1 immmnostaining which reveals microglial
activation (zas the imserted hizh masnification mierographs (D, E) taken from the
indicated regions; CC: eoapus callosum: Hip: ippocampns; Py pyramidal cell layer.
(E-T) Diata:l of dentats zvmus from brain after 5 days of nyection of either P23, -LIR-
SOD1M conformers (F, G or 50D WT (H, I); samples were proceszed for tnipls
flucrescent stalmmg to demensaate astrogha (GFAP, red), mucrogha (Tha-1, green) and
mclel (AP blue). Wote the increased immumolabelad astrogha and muecroglia after

iection of mutant 30D] conformers (F, G); Grr granular cell lzver . (J) Detatl of
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cellular morphelogy of activated mucroglial (Tha-1, gresz) and astroghal (GFAP, vad)
cells in the hippocampus after 3 days of P2 -LIE-30D1%* conformers injection; the
relztrve area of GEAP immumersaciinty was measured m both conditions (K). Bars=
{B) 300 o (valid for C); (D) 30 um (valid for EjH) 100 um (valid fer F-T) (7 ) 20

um. Mann-Whitnewv test: *, P = 00001 v3 WT.

FEGURE 6. (A) Muant (G934 or A4V hSOD1-EGEP overexpression n fransfected
W5C-34 cells induced promunent protain cytoplasmic aggregates. However no
aggregates were sean affer overexpression of WT S0D1. P23 rmmmmmestaming reveals
thzt SOD aggresates do not prezent eross-reactivity with this antibody. (B)
Orveraxpreszion of 30D] does not involve upregulation of calenim-permesble ATP
1eceptonrs smee the amplinide of ATP-induced caleium tansients in Fura-2 loaded IWSC-
14 cells decreased after overexpression of elther WT or mantated hS0D1-EGEFE. Bar= 10

L

Supplementa! Dhgital Content

FIGURE 1

(A-B} Datail of ventral komn MY soma Som an age maiched control (A) and end-
terminal (P150) 50D1™** 13t (B) after double fluorascest labeling with anti-F23,
antibody (red) and with DAFT (blue): nota the absence of apoptotic chromatin
condenszaton in degenerating P23 -mmmumopesifive MN. (C) Ultastuctural
appearance of a degensrating P23 -mmmeumepesttive M cell body fom (P150)

SO0 rat cpinal cord; highly electron dense sramilar deposits {*) rasulting from fhe
applization of & presmbedding inmunosiainng procedurs are disgibuted in the I
evtoplasm without apparent association with any specific orzznelle. MNote the absence of

appreciable change: m the ulrastuctme of chromatn, Image was lughhighted with
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colour 1o delinntate the newronal nucleus (blue) and cvioplazm (red). (D-G) Seouthin
sections (1 pm thick) showing ventral hom MM cell bodies from SOD1%* rats. (D) Mo
obvious patholomeal changes were observed m MV somatz at the presvmptomatic zge
(B30 {E-G) MN zomata taken from end-termoanal staze {P150) are often associated
with smrounding microghial c2lls (delimitated by red lines) and show near neimal (E).
degenerating (F) or dizmupted (G, delunited by dashed hnes) morphelogy; inadvanced
stages of nevronophagic newronal destruction, clustered nueroglial cells accummnlate m
the MM hellow (G). (H) Ultrastuetural merphology of M mnderzoing neuronophagic
desmuetion from P1350 SODI® rat. MV moelens (M) is =till recognizabla and show a
pattern of clyomeatm condansation in form of seattered chimps quits distinet from the
larzer maszses of condensed chromatin found m apoptotic newrons: the evtoplasm () =
completely disorganized and swrounded by mucroghal c2ll profilas. Image was
lughizzhted with colour to delimutate the neurenal nucleus (blue) and meroglial cell
profiles (green). Bars = (A) 200m {valid for By, (C) 3.6 wm (valid for H): (D-F) 10 jm:;

(C) 5 um
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