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RESUMEN/SUMMARY






La Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA) es una enfermedad neurodegenerativa
que se caracteriza por una afectacion y pérdida selectiva de las motoneuronas
y por una progresiva debilidad muscular. Los mecanismos fisiopatoldgicos
causantes de esta enfermedad no se conocen todavia, pero en los Ultimos
anos, entre las muchas teorias propuestas, se postula que la acumulacion de
proteinas anormalmente plegadas podria estar relacionada con el desarrollo de
la enfermedad. Los dos principales mecanismos que parficipan en la
proteostasis celular son la autofagia y el sistema ubiquitina-proteasoma (UPS), y
ambos procesos pueden ser esenciales para la reduccidn de la toxicidad
mediada por la proteina SOD1 mutada.

En esta Tesis Doctoral se han estudiado los procesos de degradacion proteica
mediada por la autofagia y por el proteasoma, asi como los procesos de muerte
celular programada a lo largo de la enfermedad en el mUsculo esquelético y la
meédula espinal en el modelo murino SOD1G93A.

En un primer lugar, para eliminar el sesgo por el efecto del género en los
procedimientos experimentales, se determinaron las diferencias existentes entre
machos y hembras en la autofagia constitutiva en el musculo esquelético y la
medula espinal de ratones wild type. Los resultados obtenidos indican que
existen diferencias en los marcadores de autofagia objeto de estudio (LC3 y
p62) entre ambos sexos, y ademds estas diferencias son especificas del tejido
estudiado.

Después de confirmar la necesidad de incluir grupos experimentales
balanceados para el sexo, se ha estudiado la activacién de la autofagia y el
proteasoma en el musculo esquelético de los ratones modelo a lo largo de la
enfermedad. Los datos obtenidos indican una alteracién en la actividad del
proteasoma en los estadios estudiados y un aumento de la autofagia en el
estadio terminal de la enfermedad. Ademads el andlisis del proceso de muerte
celular por apoptosis, indica que no se producen una activacion significativa de
la misma a lo largo de la progresidon de la enfermedad.

Por ofra parte, se han analizado distintas pruebas de comportamiento para
conocer cudl de ellas es la mds adecuada para poder evaluar el efecto de un
posible fratamiento en nuestros ratones modelo. Los resultados obtenidos
muestran que tanto la prueba de rotarod como de la rejilla, son las pruebas mdas

sensibles para detectar fallos tempranos en el comportamiento motor de los
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ratones, y ademds estas pruebas permiten una adecuada caracterizaciéon del
comportamiento motor de dichos animales.

Posteriormente, se realizd un ensayo pre-clinico consistente en la administraciéon
de una dieta enriquecida en lipidos, concretamente con aceite de oliva extra
virgen y de palma, en los ratones modelo. La ingestion de la dieta enriquecida
con aceite de oliva mejora el comportamiento motor y aumenta la
supervivencia de los animales, ademds de mejorar el estado del mUsculo como
lo evidencia el aumento del grosor de las fibras. Tal y como esperdbamos, esta
dieta produce una mejora de los indicadores moleculares de la autofagia y de
los pardmetros asociados al estrés del retficulo endoplasmdtico y al dano
muscular en el estadio terminal de la enfermedad.

Finalmente, puesto que los procesos de muerte celular programada han sido
ampliamente estudiados en la médula espinal, pero no los procesos de
degradacién proteica, se ha llevado a cabo el estudio de los mismos en dicho
tejido. El andlisis de estos mecanismos a lo largo de la enfermedad en el modelo
animal indica que la autofagia no tiene un papel tan relevante como en el
musculo esquelético, y el proteasoma se encuentra activado sélo en estadios
terminales de la enfermedad.

Las alteraciones observadas en los procesos de degradacion proteica objeto
de estudio a lo largo de la enfermedad se presentan como una posible diana
terapéutica, tal como se ha demostrado con la administraciéon de una dieta

enriguecida con aceite de oliva extra virgen.
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Amyoftrophic Lateral Sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease characterized
by a selective motor neuron loss and a progressive muscle weakness. The cause
of the physiopathological mechanisms remains unknown although recently, it is
believed that the misfolded protein accumulation could be in close relation to
the progression of the disease. The two main mechanisms involved in the cellular
proteostasis are autophagy and the ubiquitin-proteasome system (UPS). Indeed,
these processes can play an essential role in the amelioration of the mutant
SOD1 mediated toxicity.

In this Doctoral Thesis the protein degradative systems by means of autophagy
and the proteasome have been analyzed together with the programme cell
death mechanisms, along disease progression, in the skeletal muscle and the
spinal cord from a murine model SOD1G9%3A.

Firstly, to eliminate sex bias in the experimental procedures, the differences
between male and female mice in constitutive autophagy was determined. For
this purpose, skeletal muscle and spinal cord tissues from wild type mice were
studied. The results showed sex-dependent differences in each tissue when
autophagy markers were analized (LC3 and pé2).

The next step and taking into consideration the need for using sex balanced
groups of animals, the activation of autophagy and the proteasome in the
skeletal muscle from the murine model along disease progression was assessed.
The data showed an alteration in the proteasome activity and an autophagy
activation at the terminal stage of the disease. Furthermore, no significant
activation of the apoptotic cellular death was observed along disease
progression.

On the other hand, different behavioral tests have been analyzed to determine
which of them is the most appropriate to evaluate the effect of a possible
freatment in the animal model. The results suggested that either rotarod or
hanging wire tests were the most sensitive tests to detect early symptoms in the
motor behavior in the mice. In addition, these tests allowed an adequate
characterization of the motor behavior in these animals.

Afterwards, a preclinical trial focused on the administration of a lipid enriched-
diet was carried out. In particular, the transgenic mice were fed with extra virgin
olive oil and palm oil. The olive oil enriched-diet improved the motor behavior

and increased the survival of the animals. In addition, this enriched diet improved
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the muscle state as evidenced by an increment in the thickness of the muscle
fibores. As we expected, this enriched diet induced an improvement in the
molecular markers of autophagy, endoplasmic reticulum stress and muscle
damage at the terminal stage of the disease.

Finally, due to the study in depth of the cellular programme death mechanisms in
the spinal cord fissue, we analyzed the less known protein degradative processes
in this tissue. The analysis of these mechanisms along disease progression in the
animal model suggested that autophagy did not play a relevant role as it was
observed in skeletal muscle. Furthermore, the proteasome was only activated at
terminal stages of the disease.

The impairments found in the protein degradative processes, which have been
studied along disease progression, become a potential therapeutic target as it

has been shown under an extra virgin olive oil enriched-diet freatment.
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INTRODUCCION






2.1 ESCLEROSIS LATERAL AMIOTROFICA

2.1.1 ASPECTOS GENERALES DE LA ENFERMEDAD

La esclerosis lateral amiotréfica (ELA) es una enfermedad neurodegenerativa
que generalmente se manifiesta en la edad adulta, y se caracteriza por una
afectacioén selectiva de las motoneuronas del cerebro y de la médula, y por una
progresiva debilidad muscular. Concretamente, causa la lesion y muerte de las
motoneuronas inferiores del tronco cerebral y de la médula espinal, asi como la
de las motoneuronas superiores de la corteza motora. La pérdida de estas
neuronas provoca en el musculo afrofia, debilidad, fasciculaciones vy
espasticidad, llegando a causar la pardlisis del enfermo y finalmente, la muerte
por fallo respiratorio. Si bien es cierto que en un principio la ELA fue considerada
como un trastorno motor puro, hallazgos recientes han puesto de manifiesto la
implicacion de vias sensoriales y espinocerebelosas, asi como la de neuronas de
la sustancia negra y células granulosas del giro dentado del hipocampo
(Ferraivolo et al. 2011). Ademds, en los Ultimos anos, se ha propuesto que en la
degeneracioén de la motoneuronas podrian estar implicadas tanto las células de
la glia como las del musculo. De este modo, se estd pasando de la creencia
inicial de que la muerte de la motoneurona era causada exclusivamente por un
dano directo a éstas, a la aceptacidbn de que la ELA es un ftrastorno
multisistémico en el que estdn implicados distintos tipos celulares como el
musculo, la glia o las neuronas. Aungque las motoneuronas muestran signos
prematuros de afectacidon de un modo mds severo, se producen también
alteraciones en pardmetros fisioldgicos, estructurales y metabdlicos en las
células de la glia y en el muUsculo; por lo que se puede considerar que tejidos no
neuronales como el musculo esquelético pueden actuar como dianas
terapéuticas para la ELA.

La ELA fue descrita por primera vez por el neurdlogo francés Jean-Martin

Charcot en 1869 y por esta razén, se la conoce también como la enfermedad

INTRODUCCION | 7



de Charcot en Francia. Otros epdnimos para la ELA son, en Estados Unidos la
enfermedad de Lou Gehrig por el famoso jugador de béisbol del equipo de los
Yankees que fallecié a causa de la misma; o en Reino Unido, la enfermedad de
la motoneurona (Gordon 2013).

Se trata de una enfermedad que afecta mds a los hombres, siendo la
proporcidon de casos entre hombres y mujeres de 3 a 1. En Espana, se estima que
cada ano se diagnostican alrededor de 900 casos nuevos (de 2 a 3 por dia) y
que el nUmero total de enfermos ronda las 4.000 personas. La incidencia de esta
enfermedad en la poblacién espanola es de 1 por cada 50.000 habitantes y la
prevalencia de 1/10.000 (FUNDELA, Fundacion Espanola para el Fomento de la
Investigacion de la Esclerosis Lateral Amiotrofica).

Los sinfomas clinicos de la ELA se ponen de manifiesto cuando las conexiones
axonales fallan, es decir, cuando el axdn de la motoneurona se retrae y se
produce la denervacion del musculo. Inicialmente esta refraccion se compensa
por medio del crecimiento de nuevos axones o dendritas y una re-inervacion
colateral por axones de neuronas que parecen ser mds resistentes a esta
degeneracion. Sin embargo, a medida que la enfermedad va progresando,
este mecanismo compensatorio no es suficiente y al final, se produce la muerte
de la neurona (Saxena and Caroni 2011). Aungque en modelos animales este
proceso ha sido ampliamente estudiado y caracterizado, en humanos todavia
no se conoce el momento exacto en el que se produce (Robberecht and Philips
2013).

2.1.2 CLASIFICACION

Tradicionalmente la ELA se ha clasificado en 2 categorias en funcidén de su
origen, la forma familiar o genética que supone alrededor del 5-10% de los
casos (ELAF) y la espordadica (ELAE) que representa el 90% de los casos.

En la ELAF, el origen de la enfermedad es genético, normalmente relacionado
con una herencia autosémica dominante, y en menor medida y de forma mas
excepcional, con una herencia autosémica recesiva, maternal (genes
mitocondriales) o ligado al cromosoma X. Un gran porcentaje de los casos

familiares (alrededor del 20%) se deben a mutaciones en el gen de la superdxido
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dismutasa 1 (Cu/Zn SOD1) localizado en el cromosoma 21g22.1 y responsable de
codificar la enzima SOD1 de cardcter antioxidante (Andersen 2006). Otro de los
genes asociados a la patogénesis de la ELA es el gen C9ORF72 (chromosome 9
open reading frame 72) localizado en el cromosoma 9p21. La expansidon de la
repeticion del hexanucledtido GGGGCC en el primer intron del gen se ha
identificado recientemente como la mutacion mds comun asociada a la
demencia frontotemporal y a la ELA (40% de las formas de ELAF y 7% de las
ELAE) (Delesus-Hernandez et al. 2011; Renton et al. 2011). También se han
identificado ofras mutaciones en genes relacionados con procesos como la
excitotoxicidad, la unidbn a RNA y/o el procesamiento de las proteinas, el
transporte intracelular, la estructura del citoesqueleto y la funcidén mitocondrial, y
qgue pueden ser responsables de desencadenar la enfermedad.

En la forma ELAE se agrupan la mayor parte de los casos, y aungue el origen de
la enfermedad es desconocido y se produce al azar, no se descarta que haya
un componente genético. Se han publicado trabajos que lo han relacionado
con la exposicion a factores ambientales de riesgo como fertilizantes, pesticidas
o metales pesados, accidentes cerebrales fraumdaticos o incluso, agentes viricos
o bacterianos persistentes. Los avances en la investigacion han permitido
comprender las causas genéticas de la enfermedad, pero la contribucién de los
factores ambientales es mds complicada de demostrar, a pesar de los estudios
epidemioldgicos a gran escala que se han realizado. El andlisis de la relacion
entre la genética y los factores de riesgo ambientales hace pensar en un posible
modelo que puede reproducir el efecto de un factor de riesgo ambiental que
actua sobre un componente genético previo a lo largo del tiempo (Al-Chalabi
and Hardiman 2013).

La enfermedad se presenta en la edad adulta entorno a los 45 anos en los casos
de ELAF, mientras que en los casos de ELAE aparece o bien mds tarde (en torno
a los 55 anos) o antes de los 30 cuando se trata de las formas juveniles. Una vez
se manifiestan los sinfomas de la enfermedad, la muerte de estos enfermos se
produce entorno a los 3-5 anos de media; aunque algunos pacientes pueden
morir a los pocos meses de diagnosticarles la enfermedad y otros llegan a
sobrevivir decadas. Estas diferencias tanto en el comienzo como en la duracion

de la enfermedad, se producen incluso en las formas familiares que presentan la
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misma mutacion; lo que sugiere la existencia de otros factores que intervienen

en el desarrollo de la enfermedad (Robberecht and Philips 2013).

2.1.3 ETIOPATOGENIA DE LA ELA

Los mecanismos moleculares concretos que provocan la muerte de las
motoneuronas y desencadenan la enfermedad no se conocen todavia,
aungue cada vez adquiere mds importancia la hipdtesis de que se trata de un
proceso multifactorial. El desarrollo de modelos animales basados en
mutaciones presentes en pacientes ha permitido identfificar alteraciones en
funciones celulares de la motoneurona que han dado pie a numerosas teorias
sobre el origen de la enfermedad. Este es el caso de la primera mutacion
descubierta, que fue la del gen de la SOD1 (Rosen 1993), y que permitié crear
uno de los modelos de ratones transgénicos mds usados en el estudio de la ELA,
elratén SOD1G93A (Gurney et al. 1994).

FIGURA 1 Mecanismos moleculares de la patogénesis de la ELA (Robberecht
and Philips 2013).
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Los avances en la investigacion de la ELA han permitido identificar nuevos genes
causantes de la enfermedad relacionados con procesos como el tréfico
endosomal, las vias de degradacion de proteinas, el estrés oxidativo, la
excitotoxicidad, el procesamiento del RNA, la agregacién proteica, el fransporte
axonal y/o la disfuncién mitocondrial (figura 1). Ademds, numerosos estudios han
demostrado que existe una compleja interaccion entre los distintos mecanismos.
Otros aspectos relevantes en la patofisiologia de la enfermedad son la
participacion de las células que se encuentran entorno a las motoneuronas
(células de la glia o astrocitos), la intervencién de determinadas vias de
senalizacién molecular en la supervivencia y la muerte de las neuronas, la unidn

neuromuscular y el compartimento axonal distal (Ferraivolo et al. 2011).

2.1.3.1 Excitotoxicidad

La excitotoxicidad inducida por glutamato, que es el principal neurotransmisor
excitatorio en el sistema nervioso central, fue uno de los primeros mecanismos
patogénicos propuestos, al presenciarse tanto en los pacientes de ELAF y ELAE,
como en los modelos animales de la enfermedad. Dicha excitotoxicidad
produce dano neuronal como resultado de una excesiva activaciéon de los
receptores de glutamato, que puede estar causada por un aumento de los
niveles de glutamato a nivel sindptico, o por un aumento de la sensibilidad de la
neurona al glutamato (Van Damme et al. 2005).

La pérdida de la homeostasis del calcio infracelular, junto con la activacion de
los sistemas enzimdticos relacionados con la proteolisis y la producciéon de ROS
(especies reactivas del oxigeno), la alteraciéon de la funcidn mitocondrial y la
produccion de ATP son hechos claves en la excitotoxicidad (Arundine and
Tymianski 2003).

En pacientes de ELAF y ELAE, se ha demostrado que la recaptacion del
glutamato por parte de los astrocitos estd disminuida debido a una pérdida
selectiva del fransportador de glutamato astroglial (EAAT2) en la corteza motora
y en la medula espinal (Van Damme et al. 2005). Por ofro lado, la pérdida de la
conexion entre las motoneuronas altas y bajas produce una menor trascripcion
de EAAT2 al disminuir la expresion de los motfivos NF-LI[1 de unidn de
fosfoproteinas (Yang et al. 2009). Ademas, la SOD1 provoca un dano oxidativo

en el extremo C-terminal intracelular de EAAT2 y como consecuencia se
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disminuye el transporte del glutamato (Trotti et al. 1999). Asimismo, la produccion
de la forma truncada de EAAT2 activa a la caspasa-3, proteina efectora de la
apoptosis (Boston-Howes et al. 2006). Sin embargo, la sobreexpresion de EAAT2
en los ratones transgénicos de mSOD1 retfrasa el inicio de los sinftomas motores
de la enfermedad (Guo et al. 2003).

Todas estas alteraciones de EAAT2 pueden interferir en la eliminaciéon de
glutamato, con lo que éste permanece en el medio y activa los receptores de
forma confinuada. Una vez activados los receptores, se produce una entrada
masiva de calcio a la neurona que no se puede confrolar porque no existen
suficientes proteinas de unién a calcio. Como consecuencia de esta elevada
concentraciéon de calcio intracelular se activa la apoptosis, lo que provoca la
muerte de la neurona y la degeneracion.

Aungue la excitotoxicidad inducida por glutamato es un evento patoldgico
caracteristico en la ELA, queda por determinar si estos cambios representan un
defecto primario responsable de la degeneracién de la motoneurona, o si son

resulfado de la enfermedad (Musaro 2010).

2.1.3.2 Alteracion del transporte axonal

La alteracion del transporte axonal constituye otro evento caracteristico en la
ELA (Sasaki et al. 2005) y puede, por ello, ser crucial en la patofisiologia de la
enfermedad. Las motoneuronas son células fuertemente polarizadas con largos
axones, y el fransporte axonal es necesario para el desplazamiento de
componentes esenciales para la célula (RNA, proteinas y orgdnulos celulares) a
los compartimento axonales como son las estructuras sindpticas de la unidn
neuromuscular.

Se pueden producir dos tipos de transporte axonal: el anterégrado cuando se
produce desde el soma hacia la unidn neuromuscular y esta mediado por
quinesinas dependientes de microtUbulos; y/o el retrogrado cuando va hacia el
cuerpo celular y depende de las dineinas (figura 2) (Pasinelli and Brown 2006;
Ferraivolo et al. 2011). Cuando se produce una alteracién en la estructura del
citoesqueleto y el tfransporte axonal se ve afectado, el axén se puede retraer y
producir la denervacioén de la neurona en el musculo, lo que promueve la

muerte celular (Robberecht and Philips 2013).
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En ratones SOD1G93A, el fransporte axonal de las motoneuronas es deficiente
desde los estadios tempranos de la enfermedad, tanto a nivel del fransporte
anteréogrado como del retrogrado. Ademds, parece ser que esta afectacion es
especifica de la carga que se transporta, como se aprecia en el caso del
transporte anterégrado de las mitocondrias. Cuando surge un fallo en la funcion
mitocondrial, se produce una disminucién del transporte axonal mitocondrial, lo
que podria afectar al transporte de otras sustancias por la falta de energia
(Bilsland et al. 2010).

FIGURA 2 Disfuncidon del transporte axonal en la ELA (Pasinelli and Brown 2006).
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La alteracion del transporte axonal de las mitocondrias y la disminucion del
nUmero de mitocondrias en el axdn distal, junto con la disfuncién mitocondrial,
puede ocasionar la axonopatia por “dying-back” en la ELA como consecuencia
del agotamiento energético (De Vos et al. 2007). Esta axonopatia por “dying-
back” se ha descrito tanto en pacientes como en modelos animales (Fischer et
al. 2004).

Por otfro lado, se ha demostrado que existe una conexidn entre la
excitotoxicidad por glutamato y el fallo en el fransporte axonal que podria
contribuir al dano de la motoneurona en la ELA. En cultivos de neuronas, se ha

revelado que el glutamato reduce el transporte axonal de neurofilamentos a
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través de la activacion de enzimas quinasas que los fosforilan (Ackerley et al.
2000; Turner et al. 2011).

2.1.3.3 Disfuncion mitocondrial

La mitocondria posee un papel clave en la produccion de energia intracelular,
la homeostasis del calcio y el control de la apoptosis, ademds de participar en la
produccion de especies reactivas del oxigeno. Numerosos estudios han
demostrado una relacién entre la ELA y determinadas anormalidades
mitocondriales, si bien no se conoce el papel que estas anomalias pueden tener
en el comienzo y desarrollo de la enfermedad. Esta relacion ha sido
ampliamente estudiada en los modelos animales que presentan la SODI

mutada (figura 3)(Ferraiuolo et al. 2011).

FIGURA 3 Disfuncion mitocondrial en la ELA (Ferraiuvolo et al. 2011).
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En ratones mSODI1, los agregados de la proteina SOD1 mutada que se localizan
en vacuolas en el espacio mitocondrial intfermembranoso junto con los depdsitos
adheridos a la membrana exterior provocan una disfuncion mitocondrial
selectiva en la médula espinal al impedir la importacién de proteinas (Vande
Velde et al. 2008). En tejidos procedentes de dichos ratones y de pacientes, se
han encontrado también defectos en la funcidén de la cadena respiratoria que

se han asociado al dano oxidativo en proteinas vy lipidos mitocondriales. Por lo

14 | INTRODUCCION



que los fallos detectados en la regulacion del metabolismo energético podrian
contribuir al dano de la motoneurona en la ELA (Ferraivolo et al. 2011).

Ademds, se han descrito alteraciones en la morfologia mitocondrial tanto en el
musculo esquelético como en la médula espinal de pacientes (Sasaki and Iwata
2007). Incluso en algunos modelos de mSOD1 la vacuolizacidén mitocondrial estd
presente en los estadios presinfomdticos de la enfermedad, lo que evidencia
una contribucién importante de la mitocondria al inicio de la enfermedad
(Wong et al. 1995).

También se ha demostrado que existe una conexidn directa entre la
mitocondria y la hipdtesis de la excitotoxicidad a través de la homeostasis del
calcio, al detectarse fallos en el intercambio de calcio enfre el reficulo
endoplasmdatico y la mitocondria en los modelos de ELA (Grosskreutz et al. 2010).
Asimismo, si la muerte de la motoneurona estd mediada por la activacion de las
caspasas y de la apoptosis, el dano mitocondrial podria contribuir a este

proceso (Sathasivam et al. 2005).

2.1.3.4 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo se produce como consecuencia de una alteracién en el
balance entre la generacién de especies reactivas del oxigeno (ROS, reactive
oxygen species) y su eliminaciéon, junto con la capacidad del sistema bioldgico
de eliminar o reparar el dano inducido por ROS. La acumulacion del estrés
oxidativo en neuronas durante el envejecimiento puede ser un factor
importante que inclina la balanza de la capacidad para hacer frente a una
agresion toxica hacia el dano celular, o que produce la muerte neuronal y por
tanto, el comienzo de la neurodegeneracion.

El descubrimiento de que un 20% de los casos de ELAF estdn causados por
mutaciones en el gen SOD1 (Rosen 1993), que codifica una de las proteinas
antioxidantes mds relevantes, y el hecho de que se han descrito mds de 150
mutaciones distintas susceptibles de ser patogénicas (Andersen and Al-Chalabi
2011), ha aumentado el interés en el papel del estrés oxidativo en la ELA. Las
mutaciones de SOD1 que afectan a su actividad, pueden ademds aumentar el
dano oxidativo y por ello, activar la apoptosis o causar alteraciones en la

mitocondria como son la despolarizacion de la membrana, la disminucion en la
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actividad de los complejos respiratorios y la liberaciéon de citocromo C (Musaro
2010)

En fejidos procedentes de autopsias de pacientes de ELAF y ELAE, se han
detectado niveles elevados de proteinas, lipidos y DNA que presentan dano
oxidativo (Shaw et al. 1995; Fitzmaurice et al. 1996; Shibata et al. 2001). Ademds,
se han encontrado evidencias de dano oxidativo en RNA del sistema nervioso
central tanto en pacientes como ratones mSOD1. En el modelo animal, el dano
en el RNA se localiza en las motoneuronas y los oligodendrocitos en estadios
tempranos presintomdaticos de la enfermedad, y estd asociado con una
disminucion de la expresion de la proteina. Ademds, determinados mRNA
parecen ser mds susceptibles a la oxidacién, como son los que estdn
involucrados en la cadena mitocondrial transportadora de electrones, la
biosintesis, plegamiento y degradacion de proteinas, la mielinizaciéon, el
citoesqueleto vy las vias de glicolisis (Chang et al. 2008; Duan et al. 2010). El
desarrollo del modelo celular de TDP-43 asociado a la ELA, ha demostrado que
la presencia de TDP-43 mutado también provoca estrés oxidativo en lineas
celulares de motoneurona (Duan et al. 2010).

Por ofra parte, en los modelos animales de mSODI1, se ha demostrado la
existencia de ofras fuentes de estrés oxidativo que podrian causar la
enfermedad. En las células de la microglia, se ha probado que la producciéon de
superoxido mediada por NADPH oxidasa estd incrementada a través de Racl, lo
gue provoca el consiguiente aumento de la produccion de ROS (Harraz et al.
2008). En el sistema nervioso central de pacientes de ELA, asi como en los
ratones mSOD1, se ha encontrado que la expresidon de la NADPH oxidasa esta
aumentada, y cuando las isoformas 1 o 2 de dicha enzima se silencian aumenta
la supervivencia de los ratones SOD1G923A (Wu et al. 2006).

Ademds, el estrés oxidativo interactUa y aumenta otros procesos patofisioldgicos
que contribuyen al dano de la motoneurona y del musculo, incluyendo la
excitotoxicidad, el fallo mitocondrial, la agregacién proteica, el estrés del
reticulo endoplasmdtico y las alteraciones en la senalizaciéon de astrocitos y

microglia (Barber and Shaw 2010; Musaro 2010).
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2.1.3.5 Agregacion proteica

En los Ultimos anos, las teorias en cuanto al origen de la enfermedad de la ELA
estdn relacionadas con la proteostasis celular, y son numerosos los trabajos que
relacionan la acumulacion de proteinas anormalmente plegadas con el
desarrollo de enfermedad.

En el caso concreto del modelo animal mSODI1, las proteinas mutadas y mal
plegadas se unen a ubiquitinas para ser eliminadas a través del proteasoma
(Basso et al. 2006); sin embargo, parece ser que esto no sucede vy las proteinas
terminan escapando de este proceso regulatorio (figura 4). La acumulacion de
las formas mutadas de SOD1, primero en dimeros y mdas tarde en pre-agregados
y agregados, podria tener un efecto directo téxico sobre la respiracion
mitocondrial o el transporte axonal, o indirecto sobre la proteostasis celular,
afectando tanto a la via del sistema ubiquitin-proteasoma (UPS) como a la de
los lisosomas/autofagia, lo que provocaria alteraciones en el correcto desarrollo

de estos mecanismos (Bendoftti et al. 2012; Chen et al. 2012).

FIGURA 4 Posible patogenia en el mecanismo de toxicidad inducido por
agregados de SOD1 mal plegada (Robberecht and Philips 2013).
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Por otro lado, las proteinas mal plegadas provocan la activaciéon de la via de

respuesta del estrés del reticulo endoplasmdtico (ER, endoplasmic reticulum). EL
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primer paso en la respuesta a una proteina no plegada (UPR, unfolded protein
response) conlleva el reconocimiento de dichas proteinas aberrantes por
chaperonas residentes del ER que corrigen el plegamiento. Aunque la
activacién del sistema UPR se cree que es protectora para la célula, al menos
en las fases iniciales del estrés celular, en ratones mSOD1 a los que les falta el
factor de transcripcidn XBP1 (x-box binding proteina 1) clave para el UPR, se
observd un aumento en la supervivencia, la activacion de la degradacion de
proteinas asociadas al ER, el aumento de la autofagia y la disminucidon de
agregados mSOD1 (Hetz et al. 2009).

Otra proteina clave para el estudio de la patobiologia de la ELA asociada a la
agregacion proteica ha sido TDP43 (Neumann et al. 2006). EL TDP43 es una
ribonucleoproteina localizada normalmente en el nicleo que une RNA a DNA y
participa en procesos de franscripciéon, splicing y fransporte de RNA. En
situaciones de estrés como el ayuno o el estrés oxidativo, aparece localizada en
el citoplasma. Si la situacion se resuelve, los grdnulos de estrés son eliminados por
chaperonas y disgregasas que liberan el TDP43 para que pueda retornar al
nUcleo; mientras que si se mantiene, los grdnulos pueden llegar a acumularse de
modo irreversible. Como resultado final de esta circunstancia, se producen fallos
en el splicing del mRNA que conllevan la degradacion de RNAs o la
acumulaciéon de proteinas con secuencias aberrantes en el nicleo. Ademas, los
fragmentos tdxicos de RNA pueden abandonar el nicleo y provocar efectos
toxicos en el citoplasma (Dewey et al. 2012). Sin embargo, recientemente se ha
desarrollado un modelo murino cuya expresion de TDP43 mutado induce la ELA
sin formacion de agregados o procesamiento anormal de la proteina mutada, e
incluso, sin la salida de TDP43 del nucleo (Arnold et al. 2013), lo que implicaria
una via alternativa independiente de la agregacion proteica.

Otra de las mutaciones causantes de ELA asociadas a la agregacion proteica
se ha descrito en el gen que codifica VCP (valosin containig protein) (Johnson
et al. 2010). Las mutaciones en el gen VCP se describieron por primera vez en
pacientes con miopatia por cuerpos de inclusiéon con la enfermedad de Paget
de comienzo temprano y demencia frontotemporal. La proteina VCP es una
chaperona ubiquitina-sensible multifuncional que participa en los procesos de
desdoblamiento de proteinas y disgregacion de complejos, y en la degradacion

de proteinas a través del sistema proteasomal o de la autofagia. En el caso
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particular de la autofagia, esta proteina interviene en la fusion del lisosoma con
el autofagosoma. A través de la regidon N-terminal de VCP, se produce la unidn
a sustratos poliubiquitinizados, y es precisamente en esta region donde se han
identificado el mayor niUmero de mutaciones en el caso de la ELA (Johnson et
al. 2010).

En relaciéon directa con la agregacion proteica, como ha quedado demostrado
en el caso de la proteina VCP, se encuentran los sistemas de “limpieza” celular
como son el proteasoma y la autofagia. Dichos procesos han sido ampliamente
estudiados en enfermedades neurodegenerativas que cursan con la presencia
de agregados proteicos como son el Alzheimer o la ELA, ya que una alteracion
en el funcionamiento de los mismos podria ser la causa de la enfermedad.
Ambos procesos son objeto de estudio en apartados posteriores de esta tesis

doctoral.

2.1.3.6 Neuroinflamacion

En el modelo animal mSOD1, diversos trabajos han demostrado que las células
de la microglia y los astrocitos que rodean a la motoneurona contribuyen al
comienzo y la progresion de la enfermedad de la ELA.

El proceso por el cual las células de la glia van aumentando progresivamente su
actividad conforme progresa la enfermedad tanto en pacientes como en los
modelos animales se denomina neuroinflamacion. Esta reaccidon puede tener
consecuencias protectoras o perjudiciales (Philips and Robberecht 2011).

Los trabajos realizados tanto in vifro como in vivo, han puesto de manifiesto que
los astrocitos procedentes de ratones mSOD1 y de pacientes con ELAE pueden
inducir la muerte de las motoneuronas. Ademds, cuando se produce una
disminucion de SOD1 en los astrocitos de estos pacientes, se anula dicha
toxicidad (Haidet-Phillips et al. 2011). Este descubrimiento demuestra el papel
relevante que tiene la SOD1 en la ELAE.

Por ofro lado, la activacién de los astrocitos parece ser un hecho clave en la
inflamacién. En el caso concreto de cultivos de astrocitos procedentes de
ratones SODIG93A, son estas células las que realizan la secrecidn de
mediadores inflamatorios como son la prostaglandina E2, los leucotrienos B4 y el

oxido nitrico tanto en condiciones basales como activadas (Hensley et al. 2006).
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Otros indicadores de la existencia de inflamacién en la patologia del sistema
nervioso central de los enfermos de ELA, es la presencia de células de la
microglia activadas y de linfocitos infiltrados. En el liquido cefalorraquideo de
pacientes de ELA se ha detectado la presencia de mediadores proinflamatorios
como son la proteina quimioatrayente de monocitos 1 y la interleuquina 8;
mientras que en sangre se han enconfrado indicadores de la activacion de la
respuesta inmune (Mantovani et al. 2009).

En relacién a la respuesta inmune, el estudio realizado en los ratones mSOD1
consistente en la inyeccidon intraperitoneal del anticuerpo monoclonal
especifico de CD40L (ligando expresado en células T que activan la respuesta
inmune), MR1; se produce un retraso en el comienzo de la enfermedad,
aumenta la supervivencia, y se reduce la astrogliosis del sistema nervioso central
y la activacién de la microglia (Lincecum et al. 2010).

Otra célula no neuronal que interviene en la patologia de la ELA es el
oligodendrocito, que participa en el mantenimiento del axén al proveer a la
neurona de lactato a través del transportador de lactato monocarboxilado
MCTI1. Experimentos realizados, tanto in vitro como in vivo, han revelado que
cuando el transportador MCT1 falta, se produce la degeneracidon de la
motoneurona. Asi, en pacientes y ratones con ELA, se ha demostrado que la
disminucion de la expresion de MCTI1 probablemente contribuya a la pérdida

de la motoneurona (Lee et al. 2012).

2.1.3.7 Procesamiento de RNA

La identificacion de TDP-43, proteina de unidn RNA-DNA, como el mayor
componente de las inclusiones ubiquitinadas en la ELA; asi como de FUS, ha
puesto de manifiesto el interés en la alteracion del procesamiento de RNA como
un posible mecanismo patofisioldgico de la enfermedad. Actualmente se
desconoce si el dano en la motoneurona estd causado por la pérdida de
funciéon de las proteinas en el procesamiento de RNA, o por una ganancia de
funcién toxica o por ambas.

EL TDP43 es una proteina predominantemente nuclear implicada en multiples
aspectos del procesamiento del RNA, incluyendo Ila regulacion
postranscripcional, el splicing alternativo y el procesamiento de microRNAs. Tal y

como se ha descrito en el apartado de la agregacion proteica, las inclusiones
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citoplasmdticas de TDP43 no siempre estdn presentes en casos de la ELA
asociada a mSOD1 o a FUS, lo que puede significar que se esté produciendo
una cascada neurodegenerativa alternativa en estos casos genéticos de ELA.
Las mutaciones en TARDBP, gen que codifica la proteina TDP43, son
responsables del 4% de las ELAF y del 1.5% de las ELAE (Mackenzie et al. 2010). La
mayoria de las mutaciones residen en el exdn 6 que codifica un dominio rico en
glicinas involucrado en la interaccidn proteina-proteina y posiblemente en el
transporte nuclear. De este modo, la expresion de TDP43 mutada en células en
cultivo produce la salida de dicha proteina al citoplasma y su localizacion en
granulos de estrés (Liu-Yesucevitz et al. 2010).

En relacién a la proteina FUS, se trata de una proteina de unién RNA-DNA que
participa en la regulacion transcripcional, en el procesamiento del RNA y de los
microRNAs y en el fransporte del mRNA. El gen de FUS estd mutado en el 4% de
las ELAF y en menos del 1% de las formas espontdneas (Mackenzie et al. 2010).
La mayor parte de las mutaciones estdn localizadas en los exones 13-15 que
codifican regiones ricas RGG (arginina-glicina-glicina) y la senal de localizacion
nuclear. Estas mutaciones rompen la localizacion nuclear de FUS mediada por la
proteina transportin e induce la formaciéon de grdnulos de estrés que contienen
FUS en el citoplasma (lto et al. 2011).

Ambas proteinas, TDP43 y FUS contienen 2 dominios de reconocimiento de RNA
que les permite participar en el fransporte de mRNA. La mutacion de dichas
proteinas podria contribuir al dano en la motoneurona por la pérdida del
transporte de mRNA en el axdn. Ademads, la disminucién de la expresion y la
funcidbn nuclear de estas proteinas podria interferir en aspectos del
procesamiento del RNA como el splicing del pre-mRNA, la salida nuclear del
MRNA y/o el procesamiento de los RNAs no codificantes (Ferraivolo et al. 2011).
Ofras evidencias en la disfuncion del metabolismo del RNA en la ELA se han
descrito en el caso de la angiogenina (ANG) y la DNA-RNA helicasa senataxina
(SETX). La expresion de ANG estd aumentada durante la hipoxia para inducir la
angiogenesis, participa como ribonucleasa y regula la franscripcion del RNA
ribosomal. El estudio realizado en los ratones mSOD1 ha demostrado que la
sobreexpresion de ANG aumenta la supervivencia (Kieran et al. 2008), lo que
podria deberse a que ANG inhibe la translocacién de factores que inducen la

apoptosis al nucleo (Li et al. 2012). En cuanto a SETX, esta proteina se ha
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asociado a mutaciones presentes en las formas de ELAF juvenil. La proteina SETX
forma parte de un gran complejo de ribonucleoproteinas que se encargan de
la reparacion del DNA en respuesta al estrés oxidativo y el procesamiento del
RNA (Chen et al. 2004), pero el mecanismo por el cual causa la enfermedad de

la ELA todavia no se ha descubierto.

2.1.3.8 Trafico endosomal

La endocitosis es el proceso por el cual moléculas extracelulares son capturadas
en la superficie de la membrana celular e infroducidas en el interior de la célula.
Una vez en el interior celular, dichas moléculas entran en un sistema complejo
de orgdnulos hasta llegar a su destino final; a este proceso se le denomina
trafico endosomal.

Se han descrito alteraciones en este proceso relacionadas con algunos tipos de
ELAF, como es el caso de las mutaciones en la alsina presentes en una forma
autosomal recesiva de comienzo juvenil (Yang et al. 2001). La alsina es una
proteina que participa en la fusion y el trafico endosomal, asi como en el
crecimiento de las neuritas. En modelos celulares, se ha descrito que la pérdida
de la funcién de la alsina causa una reduccion en la movilidad endosomal, un
aumento de la conversion de endosomas en lisosomas y un aumento en la
degradacién de los productos que se encuentran en su interior como ocurre
con los receptores de glutamato internalizados (Lai et al. 2006).

Ademds, se han identificado otras mutaciones relacionadas con variantes raras
de la ELA como son la optineurina, VAPB (vesicle associated membrane protein-
associated protein B) o VCP (Ferraivolo et al. 2011). La optineurina, por ejemplo,
es un inhibidor nuclear del factor de regulacion 1B (NF-[1B) implicado en el
tradfico vesicular, la respuesta inmune y la regulacién transcripcional. Esta
proteina se une a la proteina RIP (ribosome inactivating protein) ubiquitinada
para impedir la activacién de NF- [B. Se han descrito mutaciones sin sentido,
recesivas deletéreas y de pérdida de sentido en la proteina opfineurina en

casos tanto de ELAF como de ELAE (Maruyama et al. 2010).
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2.1.3.9 Epigenética por metilacion del DNA

La metilacién del DNA es un mecanismo epigenético de regulacién génica que
consiste en la unidon de grupos metilo a una citosina situada previa y
contiguamente a una, lo que provoca un cambio estructural en la cromatina.
Un alto grado de metilacién o hipermetilacidon se asocia con un silenciamiento
de los genes.

El andlisis epigenético llevado a cabo en muestras de cerebro de pacientes con
ELAE, ha idenftificado una serie de genes relacionados con la homeostasis del
calcio, el estrés oxidativo y la excitotoxicidad que presentan variaciones en la
metilacion del DNA. Esta modificacion en los niveles de metilacidon puede tener
un papel importante en la patogénesis de las formas de ELAE, al observarse
distintos perfiles de metilacion en los pacientes (Morahan et al. 2009).

En relacion a la homeostasis del calcio, se han detectados modificaciones en la
metilacion de genes relacionados con los canales del calcio como RYR3 o con
el intercambiador sodio-calcio SLC24AE. Ademds, se ha descrito que los genes
SLC17A7 y ACCNI relacionados con la excitotoxicidad, asi como MSRA o PTGS]
que tienen un papel protector en el tejido nervioso frente a los danos causados

por el estrés oxidativo entre otros aparecen hipometilados (Morahan et al. 2009).

2.1.4 IMPLICACION DEL MUSCULO EN LA ELA

Previo a la aparicion de los primeros signos de degeneracion en la
motoneurona, ya se han descrito alteraciones en el tejido muscular que ponen
de manifiesto la relevancia que tiene dicho tejido en la ELA. De este modo se ha
observado que en el muUsculo se produce un incremento en la captacion de
nutrientes, modificaciones en el metabolismo de los carbohidratos y los lipidos, vy
alteraciones en las funciones mitocondriales (Dupuis et al. 2004; Zhou et al. 2010;
Dupuis et al. 2011).

La sobreexpresion de mSOD1 en el musculo esquelético de ratones produjo
alteraciones motoras que se manifestaron en forma de espasticidad o
hiperreflexia junto con anomalias en las uniones neuromusculares y axonopatia
distal. Ademdas, la expresion de mSOD1 de modo ubicuo causa atfrofia muscular

seguida de la alteracion de las uniones neuromusculares y una degeneracion
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axonal retrograda para desembocar finalmente en la muerte de la
motoneurona (Wong and Martin 2010; Dobrowolny et al. 2011).

Por ofro lado, la expresion del factor de crecimiento Igf-1 (insulin-like griwth
factor 1) en el musculo de ratones SOD1G93A produjo una disminucion del
catabolismo presente en dicho tejido, la atenuacidn de los sintomas, un retraso
en la progresion de la enfermedad y un aumento en la esperanza de vida de 30
dias en los ratones. Ademads, se detectd una disminucion de la atrofia muscular
debida a la activacion de las células satélite y una conservacion de las uniones
neuromusculares y de la funcién neuronal en todas las etapas de la enfermedad
(Dobrowolny et al. 2008)

Asimismo, el andlisis por medio de un microarray de muestras procedentes de
ratones SOD1G93A ha permitido determinar alteraciones en genes realcionados
con la produccidon de ATP, la degradacion de proteinas y con procesos de
crecimiento, diferenciacién y muerte celular (Gonzalez de Aguilar et al. 2008).
Por Ultimo estudios recientes realizados en nuestro grupo han puesto de
manifiesto que existen problemas en las células satélites musculares desde los
estadios mds tempranos de la enfermedad y que se mantienen a lo largo de la
misma (Manzano R. Caracterizacion de las células madre satélite muscualres en
un modelo murino de Esclerosis Lateral Amiotréfica. Tesis Doctoral. Universidad

de Zaragoza. 2011).

24 | INTRODUCCION



2.2 PROTEASOMA

En el citosol y el nucleo de las células eucariotas, el principal sistema de
degradacién de proteinas es el sistema ubiquitin-proteasoma o UPS (ubiquitin-
proteasome system). La maquinaria proteolitica de este sistema es el
proteasoma, que se encarga de controlar la concentracién de cientos de
proteinas reguladoras y eliminar las proteinas mal plegadas o danadas de la
célula. El UPS es el sistema responsable de degradar entre el 80 y el 90% de las
proteinas aberrantes.

La importancia de la degradacion proteica dentro de las células y el rol de la
ubiquitina en dicho proceso fue reconocido con el Premio Nobel de Quimica en
2004, otorgado a Aardn Ciechanover, Avram Hershko e Irwin Rose.

El proteasoma es una particula grande constituida por alrededor de 33
subunidades y con un peso molecular aproximado de 25MDa. Se encuentra
dividido funcional y estructuralmente en 2 partes: una particula central o core
con forma cilindrica denominada 20S, y una o dos particulas reguladoras 195
localizadas en los extremos. La particula 20S estd compuesta por cuatro anillos
heptaméricos, dos centrales formados por subunidades B y uno a cada extremo
de los centrales formado por subunidades a (Goldberg 2003). Las proteinas para
ser degradados deben acceder a la cavidad formada por los anillos B a través
de un poro localizado en el anillo a. Este poro es lo suficientfemente estrecho
como para impedir el paso de las proteinas plegadas; y ademds, se encuentra
tapado por el exiremo N-terminal de las subunidades a.

La unidad 20S se activa por medio de las llamadas particulas reguladoras que se
localizan en el extremo de la estructura e inducen los cambios
conformacionales que permiten la apertura del poro. De las cuatro particulas
reguladoras que se han identificado (115, PA200, Cdc48 y 19S), la mds conocida
es la 19S. La particula 19S5 estd formada por 19 subunidades, tiene un peso
molecular de aproximadamente 900 kDa y es capaz de reconocer sustratos

desplegados y transportarlos a la particula 20S para que se degraden en
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pequenos péptidos. El complejo formado por la subunidad 20S y una o dos
particulas reguladoras 195, se denomina proteasoma 26S, y parece ser el tipo de
proteasoma mds abundante en las células (Inobe and Matouschek 2014).

Este sistema de degradacion de proteinas interviene en casi todos los procesos
intfracelulares, incluyendo el control y la progresion del ciclo celular, la
transcripcién y la traduccién, el control de calidad de las proteinas (PQC), la
reparacion del DNA, la apoptosis, la endocitosis mediada por receptores y la
respuesta al estrés celular. Por lo tanto, no es de extranar que intervenga en
procesos fisiopatoldégicos como el cdncer, las enfermedades autoinmunes vy

neurodegenerativas, o incluso, las enfermedades virales (Lilienbaum 2013).

2.2.1 ESTRUCTURA Y MECANISMO DE ACCION DEL PROTEASOMA 26S

El proteasoma 26S es un complejo multiproteico con forma de barril vy
dependiente de ATP en el que se diferencian 2 regiones. El centro catalitico 20S
con actividad proteasa (descrito en el apartado anterior), y 2 subunidades
reguladoras 19S5 en ambos exiremos de la estructura y responsables de la
apertura de la estructura, el reconocimiento, el despliegue vy la tfranslocacién de

las proteinas ubiquitinadas (figura 1) (Lilienbaum 2013).

FIGURA 1 Estructura del proteasoma 26S (Murata et al. 2009).
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La zona central de la particula 19S estd formada por seis subunidades ATPasa o
Rpt (Rpt1-Rpté) que se encargan de proveer de sustratos a las zonas
proteoliticas del proteasoma. Para unir el anillo formado por las subunidades Rpt
intervienen 2 subunidades de mayor famano denominadas Rpn1l, localizada en
la zona exterior del anillo, y Rpn2 que aparece en la zona superior. La particula
19S completa su estructura con un conjunto de 9 subunidades Rpn localizadas
en la zona mds exterior y cuya forma recuerda a la de una “tapa” (Finley 2009;
Inobe and Matouschek 2014).

FIGURA 2 Sistema de degradacion de proteinas por el proteasoma 26S (Inobe
and Matouschek 2014).
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Para que se produzca la eliminaciéon de las proteinas aberrantes, el proteasoma
primero reconoce el sustrato ubiquitinado a través de los receptores Rpt10 vy
Rpt13 que se encuentran en la subunidad 19. Tras la unién del proteasoma vy la
proteina, ésta se va desdoblando a medida que se produce la translocacion a
la cavidad central de la particula 20S (figura 2). Antes de que se lleve a cabo la
degradacién de la proteina, las ubiquitinas unidas a la misma se liberan por
medio de la particula Rpn11 a través de un proceso dependiente de ATP (Wong
and Cuervo 2010).
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En los Ultimos anos, se ha descubierto que el proteosoma es capaz de llevar a
cabo procesos de degradacién alternativos al proceso con proteinas
poliubiquitinadas dependiente de ATP, anteriormente descrito, como son el
proceso independiente de proteinas ubiquitinas, el independiente de ATP por el
proteasoma 20S sin la regidon 195 y/o la modificacion de proteinas sin
degradaciéon. Ademds, se han identificado una serie de proteinas que realizan
el papel de las ubiquitinas, y de senales capaces de iniciar la degradacion
como es el caso de las regiones “degron” que se localizan en la propia
secuencia de la proteina. En el caso concreto de los mecanismos
independientes de ATP, son las mismas zonas hidrofébicas de las proteinas mal
plegadas que quedan expuestas, las que realizan una funcién similar a la que
desempenan las ubiquitinas. El proteasoma, asi mismo, puede intervenir en
procesos de modificacion de proteinas que no implican la degradacion de las
mismas, como ocurre por ejemplo con determinados factores de transcripciéon
(Lilienbaum 2013).

En general, el sistema proteasomal se caracteriza por ser un proceso altamente
selectivo y rdpido, ya que generalmente reconoce solamente sustratos

ubiquitinados.

2.2.2 PROCESO UBIQUITINACION

La ubiguitinacion consiste en la unién covalente de ubiquitinas por medio de un
enlace isopeptidico al extremo carboxi de las proteinas a través de los grupos -
amino de los residuos de lisina (Komander et al. 2009). Las ubiquitinas son
pequenas proteinas globulares ubicuas (de ahi su  nombre) de
aproximadamente 8.5 kDa, con secuencias alfamente conservadas y que se
localizan en todos los organismos eucariotas.

En el proceso de ubiquitinacién participan 3 enzimas: la E1 activante (ubiquitin-
activating enzyme) que hidroliza ATP y forma un enlace tioéster entre ella y la
ubiquitina, la E2 conjugadora (ubiquitin-conjugating enzyme) que recibe la
ubiquitina de E1 y forma un enlace tioéster similar con la ubiquitina, y la enzima
E3 ligante (ubiquitin-ligase enzyme) que une la enzima E2 al sustrato y trasfiere la

ubiquitina al mismo (figura 3)(Rubinsztein 2006) (Hershko and Ciechanover 1998).
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Hasta el momento se han identificado 2 genes que codifican la enzima E1, al
menos 37 para E2 y mds de 1000 para la ligasa E3 (Pickart and Eddins 2004). Esta
gran variedad de isoformas y las distintas preferencias de unas hacia otras en
funciéon del contexto celular, genera un amplio niUmero de combinaciones

complejas y posibles de estas tres enzimas ligasas.

FIGURA 3 Mecanismo de ubiquitinaciéon (Lilienbaum 2013)
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A través de este mecanismo de senalizacidén puede unirse una Unica ubiquitina
(monoubiquitinizacion) o varias (poliubiquitinizacién), en uno o varios sitios
especificos, e incluso participar mas de un tipo de ellas. En funcion de cdémo se
produce la ubiquitinacion, el destino de la proteina variard ya que son las
ubiquitinas las proteinas responsables de determinar cudndo y en qué orden se
producird la degradacidon de los sustratos (Wong and Cuervo 2010).

Para anadir mds complejidad a este proceso, existen enzimas des-
ubiqguinizadoras (DUBs, deubiquitinating enzymes) que pueden revertir el proceso
de degradacion por ubiquitinas al eliminar dichos residuos de sustratos tanto
monoubiquitinados como poliubiquitinados antes de que se produzca su acceso
al proteasoma (Amerik and Hochstrasser 2004). Este proceso permite por un lado

generar ubiquitinas libres para mantener su concentracién celular que es
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limitada, y por otro, dar la oportunidad a proteinas que presentan un correcto
plegamiento de escapar de la degradaciéon (Kalderon 1996).

Por Ultimo, cabe destacar el hecho de que algunas proteinas no requieren la
unidén a ubiquitinas para ser degradadas por el proteasoma, pero la relevancia
de este proceso in vivo todavia no estd claro (Murakami et al. 1992).

En relacibn con el proteasoma existen una serie de enfermedades
neurodegenerativas, entre ellas la ELA o el Huntington, que tienen en comun la
acumulacién de agregados proteicos ubiquitinados en el interior de las células.
Esta acumulacion puede ser debida o bien a que se produce un aumento en la
expresion de proteinas, o a que la actividad de degradacién del proteasoma

disminuye (Wong and Cuervo 2010).

2.2.3 PROTEASOMA Y PATOGENESIS DE LA ELA

Los trabajos que han estudiado y demostrado que existe una relacion directa
entre el proteasoma y la ELA son numerosos, como se demuestra en la tabla 1, y
abarcan una gran variedad de proteinas asociadas a la enfermedad.

En la ELA, la presencia de inclusiones proteicas ricas en ubiquitinas en las
neuronas es un hecho neuropatoldgico presente no solo en pacientes de ELAF y
ELAE, sino también en los modelos celulares y animales de la enfermedad
(Bendotti and Carri 2004). Ademds, tanto en los pacientes de ELA como en los
modelos animales, se ha descrito no solo la presencia de estos agregados, sino
también de cambios en las subunidades del proteasoma o en las proteinas
relacionas con el UPS (Cheroni et al. 2005). Asi mismo, algunas mutaciones de
genes asociados a las ELAF afectan a proteinas que interactian directamente
con el UPS (como puede ser VCP) o que son degradadas por el proteasoma,
como es el caso de SOD1, TDP43 y la optineurina.

Estudios realizados en el modelo murino SOD1G93A han demostrado que la
formacion de agregados ubiquitinados se correlaciona con la progresion de la
enfermedad, y que dichas inclusiones ricas en SODI1 se encueniran
parcialmente ubiquitinadas (Basso et al. 2006). Este hecho pone de manifiesto
que la ubiquitinacion de SOD1 es un proceso secundario a la formacién de los

agregados y que no es necesaria para el proceso de agregacion. Ademds, las
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proteinas SOD1 mono u oligoubiquitinadas no son reconocidas eficientemente
por el proteasoma, lo que produce la acumulacion de formas aberrantes y la
disfuncion del UPS. De hecho, en ratones SOD1G93A la acumulacién intracelular
de proteinas en la médula espinal correlaciona con una disminucion de las
subunidades constitutivas del proteasoma que se detecta selectivamente en las
astas ventrales durante la progresion de la enfermedad (Cheroni et al. 2005).
Estos hallazgos han sido también ratificados en otros modelos celulares vy

animales de determinadas formas de ELAF asociadas a SOD1 (Kabashi et al.

2008).

TABLA 1 Proteinas asociadas a la ELA y el UPS (Bendotti et al. 2012)

PROTEINA

FUNCION

IMPLICACION

SOD1 MUTADA

DORFIN

UBIQUITIN

NEDL1

CHIP

SUMO-1

UCHL1
UBIQUILIN 2

Sub B constitutiva
proteasoma 20S
Sub B inducible
proteasoma 20S
Sub a5
proteasoma 20S

Proteasoma 19S

VCP

TDP43

Gp78

MITOL

Enzima antioxidante con ganancia de
funciéon comparada a WT

Ligasa E3 ubiquitin (tipo dedo RINGER)

Proteina marcadora de degradacion
dependiente de ubiquitina

Ligasa E3 ubiquitin (tipo HECT)

Enzima E4 dependiente de chaperona

Proteina como ubiquitin

Enzima de-ubiquitinizante

Proteina como ubiquitin ubiquilin 2

Degradacién proteina

Degradacién proteina y producciéon
de péptidos antigénicos

Cdmara confinamiento proteolitico

Complejo regulatorio del proteasoma
26S

ATPasa requerida para marcar
cadenas multi-ubiquitinadas

Regulacién de factores de
franscripcién y splicing RNAmM

Ligasa E3 ubiquitin implicada en la
degradaciéon asociada a ER

Enzima E3 mitocondrial

Degradada por proteasoma

En inclusiones en modelos murinos y
pacientes

En inclusiones y aumentada en médula
espinal de pacientes

Media ubiquitinaciéon de SOD1 vy se
localiza en inclusiones

Localizada en inclusiones de modelos
murinos

Modifica SOD1 en la Lys75 aumentando su
estabilidad

Deplecion de franscritos en el cortex
motor de pacientes
Une 19S y las cadenas poli- ubiquitinadas

Disminuida en médula espinal de ratones

Aumentada en médula espinal de
ratones

Disminuida en médula espinal de ratones

Disminuida en médula espinal de ratones

Mutada en ELAF autosémica dominante

Degradada por proteasoma y acumulada
en pacientes

Interacciona y promueve la degradacion
de hSODI

Promueve la degradacion de mSODI
mitocondrial
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Esta disfuncion del sistema UPS en el modelo SOD1G93A parece tener cierta
especificidad fisular al producirse exclusivamente en la motoneurona (Cheroni
et al. 2009). La generacién de un ratén doble transgénico para SOD1G93A vy el
indicador de sustratos UPS, UbG76V, ha demostrado que en estadios
sinftomdaticos de la enfermedad se produce una acumulacion de UbG76V en
motoneuronas espinales y craneales. Este fendmeno es debido a una
degradacién deficiente por parte del UPS, y va acompanada por una
acumulacién en dichas motoneuronas de marcadores de patogenia de la ELA
como son los neurofilamentos ubiquitinados vy fosforilados; estos hechos sugieren
que el fallo del UPS tiene un efecto perjudicial en estas células (Cheroni et al.
2009).

Por ofra parte, el empleo de la proteina YFPu, que es un indicador de la
actividad del proteasoma, ha permitido estudiar el efecto que la proteina
mSOD1 produce por si misma sobre el proteasoma. La proteina YFPu induce el
desplegamiento de las proteinas y cuando la actividad del proteasoma es
normal es degradada rdpidamente. Se ha estudiado en células de
motoneurona NSC34 el efecto que SODIG93A mutada y WT ejerce sobre la
actividad del proteasoma (Crippa et al. 2010). Los datos han demostrado que la
sobreexpresion de mSOD1 produce una acumulacion significativa de YFPu; y por
otro lado, que mientras la forma WT de SODI1 estd presente en el citoplasma y
en el nicleo de las células NSC34 y en ratones transgénicos, la forma mutada
sélo se encuentra en el citoplasma, lo que indica que ambas protfeinas fienen
distinto efecto en el proteasoma nuclear o citoplasmdatico (Sau et al. 2007).
Ademds el andlisis de la actividad del proteasoma en estos dos compartimentos
subcelulares ha determinado que el fallo del proteasoma se produce solamente
en el citoplasma.

Por otro lado se ha estudiado y comparado el comportamiento molecular de
mSOD1 en distintos fipos celulares, en concreto en la linea NSC34 de
motoneuronas y la C2C12 de musculo. Los resultados indican que hay un patréon
de distribucion de las formas mutadas y WT similar en la linea muscular. Esto
podria ser debido a que los procesos de limpieza funcionan mejor en el musculo
que en las motoneuronas, lo que evidencia el hecho de que se produzca la

acumulacién de YFPu en NCS34 y no en C2C12; es decir, la mSOD]1 perjudica la
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actividad del proteasoma Unicamente en las motoneuronas NSC34 (Onesto et
al. 2011).

Ademds, las células NSC34 se caracterizan por tener un potencial autofdgico en
condiciones basales mayor que las C2C12 al presentar niveles altos de mRNA de
LC3 que es el marcador por excelencia de la autofagia. Sin embargo, la
activacién de LC3 es mayor en las células musculares que en las motoneuronas,
lo que sugiere que la activacion de la autofagia es mayor en las C2C12 (Onesto
et al. 2011). En conjunto, los altos niveles de mRNA de LC3 y la baja activacion
de esta proteina en las células NSC34 sugieren que la eficiencia de la activacion
de la autofagia es baja en las motoneuronas. Este hecho podria explicar por
qué las células musculares presentan una mayor resistencia que las
motoneuronas en relacién a la acumulacion de proteinas mSOD1 mal plegadas
en la ELA.

Gracias a los hallazgos en relacion al proteasoma y la ELA descritos en este
apartado, y en concreto a los relacionados con el modelo SOD1G93A, se
plantea la necesidad de realizar mds estudios que analicen la actividad del

sistema UPS a lo largo de la enfermedad.
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2.3 AUTOFAGIA

2.3.1 ASPECTOS GENERALES

La autofagia es el proceso de degradacidon de componentes intracelulares a
través de lisosomas. Los lisosomas son el componente esencial de este sistema
proteolitico, y se caracterizan por ser vesiculas de membrana simple que
contienen en su lumen una gran variedad de hidrolasas celulares que incluyen
proteinasas, lipasas, glicosidasas y nucleotidasas responsables de degradar los
productos de deshecho (Wong and Cuervo 2010). El principal papel de la
autofagia es el de proteger a la célula de situaciones de estrés como por
ejemplo el ayuno. Durante los periodos de ayuno, se degradan materiales
citoplasmdticos para producir amino dcidos y dcidos grasos que serdn usados
para sintetizar nuevas proteinas, o serdn oxidados en la mitocondria para
producir energia en forma de ATP. Sin embargo, cuando se pierde el control del
proceso autofdgico y éste estd excesivamente inducido, se puede producir la
muerte celular. Este proceso se conoce como muerte programada de tipo |l
(Chen and Klionsky 2011).

A través de la autofagia no sélo se produce la simple eliminacion de materiales,
sino que ademds sirve como un sistema dindmico de reciclaje que produce
nuevos sustratos y energia para la renovaciéon celular y la homeostasis celular
(Mizushima and Komatsu 2011). De este modo, la autofagia participa en los
procesos de crecimiento celular, supervivencia, desarrollo y muerte; y por esta
razén, estd implicada en patologias como el cdncer, enfermedades
neurodegenerativas, miopatias y enfermedades de higado, corazén o
gastrointestinales (Kroemer et al. 2010).

El proceso de la autofagia fue observado por primera vez por Keith R. Porter y su
estudiante post-doctoral Thomas Ashford en 1962; sin embargo, el término de

“autofagia” es debido a Christian de Duve. Fue precisamente este Ultimo quien
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consiguid el premio Nobel de Fisiologia y Medicina en 1974 por el

descubrimiento de los lisosomas y los peroxisomas.

2.3.2 CLASIFICACION

Se diferencian 3 tipos principales de autofagia en funcién de coémo se presenta
el material a eliminar a los lisosomas: la autofagia mediada por chaperonas
(CMA, chaperone-mediated autophagy), Ila microautofagia y la
macroautofagia o autofagia propiamente dicha (figura 1). Aunque estos
procesos tienen en comun la participacién del lisosoma, difieren entre ellas en el
modo en que se senalan o seleccionan los sustratos, como se regula el proceso
en si y/o las condiciones que rodean a la activacién de uno y no otro.

Ademds, cuando se va a proceder a degradar un orgdnulo celular especifico,
se puede hablar también de mitofagia, lipofagia, pexofagia, reticulofagia o
ribofagia cuando se frata de mitocondrias, gotas de lipidos, peroxisomas,

reticulo endoplasmdatico o ribosomas (Klionsky et al. 2003).

FIGURA 1 Tipos de autofagia. Macroautofagia (a), microautofagia (b) vy
autofagia mediada por chaperonas (c) (Cuervo 2011).
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2.3.2.1 Macroavutofagia

La macroautofagia se caracteriza por usar un tipo intermediario de orgdnulo
denominado autofagosoma. Se piensa que este es el principal tipo de
autofagia que se produce en las células, y por este motivo, se le denomina
simplemente con el término autofagia y es la forma mdas estudiada.

El proceso comienza cuando una membrana de aislamiento de nueva
formacion, denominada fagdforo, secuestra una pequena porcion de
citoplasma que incluye materiales solubles y orgdnulos, para formar el
autofagosoma, y finaliza con la fusion del autofagosoma al lisosoma para
degradar los materiales que contfiene en su interior. Ocasionalmente, se puede
producir un paso intermedio, previo a la fusion con el lisosoma, que implica la
unién con el endosoma (Mizushima and Komatsu 2011).

El descubrimiento en levaduras, en la década de los 90, de una familia de
aproximadamente 35 proteinas conocidas como proteinas relacionadas con la
autogagia o ATG que participan en la formacién de los autofagomas, ha
permitido comprender el mecanismo molecular por el cual se produce la
autofagia (Mizushima and Komatsu 2011). En mamiferos se han encontrado
proteinas ortélogas a las Atg de levaduras, asi como factores adicionales
especificos. Estas proteinas se organizan en complejos funcionales que
participan en la regulacidon de cada uno de los pasos de la autofagia como se

detalla mdés adelante (Wong and Cuervo 2010).

FIGURA 2 Proceso de autofagia. Iniciacion (a), nucleacion (b,c), elongacién (d)
y fusion lisosoma al autofagosoma (e). (Marino et al. 2014)
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El proceso de autofagia estd dividido en varias etapas bien caracterizadas
como son la induccidn, la nucleacién, la elongaciéon y la fusion al lisosoma
(figura 2) (Chen and Klionsky 2011; Lilienbaum 2013; Marino et al. 2014).
Induccidén. En mamiferos la induccidn se inicia con la disociacion del complejo
mMTORC1 (mammalian target of rapamycin complex 1) que es un regulador
negativo de la autofagia y el complejo ULK1. Esta separacion conlleva la
activacién del complejo ULK1 que estd formado por la kinasa ULK1T o ULK2,
Atg13, Atg101 y FIP200 (FAK family kinase-interacting protein of 200 kDa o Atg7
en levaduras).

Nucleacién. Para que se inicie el proceso autofdgico, el complejo formado por
VSP34 vy  Beclinl (también  conocido como complejo  PtdIns3K,
phosphatidylinositol-3-OH  kinase) presente en la membrana del fagoforo
(membrana de aislamiento) y que se encuentra inhibido por la familia de
proteinas antiapoptdticas BCL-2 entre otros componentes, tiene que activarse.
Dos proteinas transmembrana, ATG? y VAMP1 parecen ser las responsables de
agrupar las proteinas y los lipidos que participardn en la construccion del
autofagosoma.

Elongaciéon. En la formacidén del autofagosoma participan dos sistemas UBL
(ubiquitin-like) que son el relacionado con la unidn de LC3 (Microtubule-
associated protein 1A/1B-light chain 3) a la fosfatidiletanolamina, y el Atgl2-
AtgS:Atgl16.

Fusion al lisosoma o formacién del autolisosoma donde se produce la
descomposicion del material de desecho gracias a las hidrolasas dcidas
presentes en los lisosomas. La unidn entre el lisosoma y el autofagosoma se
realiza por medio de las proteinas SNARE (soluble N-ethylamide sensitive factor
aftachment protein receptor). Para que los productos resultantes de la
degradacién puedan liberarse al citosol es necesario la colaboracion de
enzimas permeasas.

Aunque en un principio la autofagia se considerd un proceso inespecifico o no
selectivo, recientemente se ha visto que se puede tratar también de un proceso
selectivo debido a la participacion de proteinas como LC3. Si bien LC3 es una
proteina esencial para la formacién del autofagosoma, ademds es capaz de
unirse a ofras proteinas adaptadoras como es el caso de pPé62/SQSTMI

(sequestosome 1) o NRB1. En el caso concreto de la proteina pé2, se une a LC3
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a través de las regiones LIR (LC3-interacting region), que a su vez pueden unirse
a proteinas UBA (ubiquitin-binding adaptor) los cuales permiten que se produzca

la unién a sustratos ubiquitinados (Lilienbaum 2013).

2.3.2.2 Microautofagia

En este caso es el propio lisosoma quien secuestra una pequena porcién del
citoplasma por la invaginacion, protrusion o septacion de su membrana hacia el
interior (Mizushima and Komatsu 2011).

Este proceso ha sido ampliamente caracterizado en levaduras, donde se han
localizado un grupo de genes que contribuyen a la formacidon de las
proyecciones de las membranas desde la superficie de la vacuola. Sin
embargo, la ausencia de genes homologos a los de levaduras en mamiferos, ha
dificultado enormemente el conocimiento de este proceso (Wong and Cuervo
2010).

2.3.2.3 Autofagia mediada por chaperonas (CMA)

En este tipo de autofagia el sustrato a degradar migra directamente a la
membrana del lisosoma tras unirse a la chaperona Hsc70 y co-chaperonas
como BAGI1, Hip, Hop y HSP40/DNAJB1 que reconocen especificamente la
secuencia consenso KFERQ (Lys-Phe-Glu-Arg-Gin) (Musaro 2010; Orenstein and
Cuervo 2010; Lilienbaum 2013). La unién de la proteina al lisosoma se produce a
través del receptor LAMP-2A, de la familia de las proteinas LAMP (lysosomal-
associated membrane proteins); siendo esta unidn crucial para el proceso.
Finalmente, se requiere que la proteina se despliegue totalmente para que se
internalice en el lisosoma a través de un complejo de translocaciéon (Mizushima
and Komatsu 2011).

Todas las células presentan una CMA basal, pero la mayor activacion de este

proceso se produce como respuesta a situaciones de estrés.

2.3.2 REGULACION DE LA AUTOFAGIA

Al igual que ocurre con todas las vias de degradacién, la regulacion juega un

papel clave a la hora de activar el proceso autofdgico. Son varias las moléculas
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y cascadas de senalizacidbn que modulan la autofagia en respuesta a
numerosas senales celulares y ambientales, de los cuales destacan mTORCI, el

complejo PtdIns3K y los sistemas de conjugacion UBL (figura 3).

FIGURA 3 Regulacién de la autofagia a través de mTORC1 (a), del complejo
PtdIns3K (b) y los sistemas de conjugacién UBL (c) (Liu 2013).
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Uno de los reguladores de la autofagia mejor caracterizado es mTORC1 que
actua a nivel de la induccidon (figura 3_a). Esta kinasa regula negativamente el
proceso al inhibir la actividad del complejo ULK1 por una fosforilaciéon directa del
mismo. La actividad de mTORC1 puede estar estimulada en situaciones de
abundancia de nutrientes, o inhibida cuando los amino dacidos o el ATP
escasean (ayuno) (Boya et al. 2013). Aunque en un principio las Unicas
modificaciones postransduccionlaes que se consideraban eran la fosforilacion
del complejo ULK1 y las reacciones como ubiquitinaciéon, procesos centrales
durante la formacién de los autofagosomas por medio de la generacién de los
conjugados Atgl12-Atg5s y LC3- fosfatfidiletanolamina, hoy se sabe que se
producen un amplio rango de modificaciones como la fosforilaciéon, la
ubiqguitinacion y la acetilaciéon (McEwan and Dikic 2011).

Ademds, ULK1 esta fosforiiado directamente por la proteina AMPK (AMP-

acftivated protein kinase) como respuesta a las situaciones donde se produce
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una restricciobn de energia. Por lo que AMPK desencadena el proceso de
autofagia regulando positivamente el complejo ULK1 e inhibiendo mTOR (figura
4).

FIGURA 4 Regulacion de la autofagia a través de mTOR.
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Ofro de los grandes puntos de regulacion (figura 3_b) es el complejo Ptdins3K.
Este complejo es esencial para que se produzca la nucleacidn de la vesicula. En
mamiferos se han descrito 3 clases de complejos (clase I, Il y lll), siendo el
complejo de clase lll el que participa en el proceso de la autofagia, y el que
cuenta enfre sus subunidades con Beclinl o Vsp34. La unidn de proteinas
anfiapoptdticas de la familia de Bcl2 o de Rubicon (RUN domain containing
protein) regula de forma negativa la autofagia, mientras que con la unién de
proteinas como AMBRAT (activating molecule in beclinl-regulated autophagy)
o Atgl4 la regulacion es positiva (Chen and Klionsky 2011; Mizushima and
Komatsu 2011).

Ofro punto de regulacién importante se produce a nivel de la elongacion de la
membrana con los sistemas de conjugacion UBL ya sea a través de Atgl2 o de
LC3.

El primer sistema de conjugacién implica a las proteinas Atgl12 y Atg5 y estd
relacionado con la elongacion y el cierre del autofagosoma, mientras que el
segundo sistema estd relacionado con la proteina LC3 y podria incluso
determinar el tamano del autofagosoma (Xie et al. 2008).

En estos dos sistemas infervienen varias proteinas Atg. La activacion de Atg12 se
produce por Atg7 que actia a modo de enzima E1 para ser conjugada a fravés

de Afgl0 gque funciona a modo de enzima E2 (Geng and Klionsky 2008).
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Finalmente se produce la unidn de Atgl12-Atg5 a AtgléL en una unidn no
covalente para constituir un complejo con actividad enzimdtica E3 (figura 3_c).
En el segundo sistema de conjugaciéon, Atg4 que es una cistina proteasa rompe
a LC3 en el extremo C terminal. A continuacion se produce la activacién de LC3
por Atg7 (enzima E1) que es fransferida a Atg3 (enzima E2), para finalmente
unirse al grupo fosfatidiletanolamina por el complejo formado por Atgl2-
AtgS5:Atg16L (Hanada et al. 2007; Fujita et al. 2008).

Ademds, Atg4 es necesaria para la maduracién de LC3 y para soltar el PE de
LC3 en la membrana del autofagosoma, con lo cual actia como una enzima
descojugante y permite conftrolar los niveles de LC3 activa.

Los datos sugieren que entre ambos sistemas de conjugacion, LC3-PE y Atgl12-
Atg5, podrian existir puntos en comuin como serian la enzima Atg7 que activa
tanto Atg12 como LC3 y el complejo Atg5-Atg12-Atgl6L necesario para la unidn
de PE a LC3 vy la formacion del autofagosoma (Geng and Klionsky 2008).

2.3.3 AUTOFAGIA Y ELA

Una gran canfidad de evidencias indican que la autofagia es un mecanismo
relacionado mds con la supervivencia celular que con la muerte, y en el
contexto de las enfermedades neurodegenerativas, parece existir el consenso
de que la induccidn de la autofagia juega un papel neuroprotector, mientras
que un proceso defectuoso de la misma promueve la patologia (Hochfeld et al.
2013). De este modo, una disminucién en el flujo autofdgico contribuye a la
progresion de la enfermedad al promover la acumulacidn de agregados
proteicos, la disfuncion mitocondrial y el aumento de la susceptibilidad a la
muerte celular (Hochfeld et al. 2013).

La degeneracion y muerte de las motoneuronas en la ELA estd caracterizada,
entre ofros acontecimientos, por la agregacién de proteinas. El estudio de estos
agregados en formas de ELAF y ELAE ha permitido identificar a las proteinas
SOD1 y TDP43 como las principales constituyentes de los mismos. En un principio
se postuld que las alteraciones del sistema UPS producian la enfermedad de la
ELA asociada a agregados proteicos (Kabashi et al. 2004; Koyama et al. 2006;

Cheroni et al. 2009), pero estudios recientes indican que la autofagia también
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juega un papel relevante en esta enfermedad. Es mds, el retraso del progreso
neurodegenerativo podria deberse a la activacion de la autofagia.

La mayor parte de los frabajos que se han realizado sobre el proceso de la
autofagia en el modelo murino SOD1G93A estdn relacionados con las

motoneuronas y mds concretamente con las de la medula espinal.

2.3.3.1 Motoneuronas SOD1G93A y autofagia

Se han readlizado abundantes tfrabajos con modelos de motoneurona que
indican que tanto la presencia de abundantes vacuolas autofdgicas como el
aumento de proteinas relacionadas con la autofagia son debidos a un defecto
en la progresion de la misma (Fornai et al. 2008a; Li et al. 2008a; Bendotti et al.
2012). El aumento de proteinas autofdgicas como LC3-ll se produce como
consecuencia de una falta de la progresion de la autofagia y la falta de un
mecanismo compensatorio, lo que promueve la acumulacién de proteinas mal
plegadas y/u orgdnulos alterados. Este hecho estd avalado por el trabajo
realizado por Venkatachalam et al. 2008 (Venkatachalam et al. 2008) que
demostré que un proceso autofagico defectuoso en motoneuronas enfermas va
acompanado por una acumulacion de autofagosomas que se relaciona con el
comienzo de la enfermedad vy los sinfomas clinico motores.

Ademds, esta alteracion de la autofagia estd presente ya desde lo estadios
presinfomdticos de la enfermedad, como demuestra que el niUmero de
vacuolas autofdagicas LC3 positivas esté aumentado en las motoneuronas de la
medula espinal de ratones transgénicos (Li et al. 2008a). Sin embargo, no se
sabe si este incremento es debido a un aumento de la autofagia o a un fallo
del flujo autofdgico. Ademds, aunque la presencia de autofagosomas estd
relacionada con la muerte neuronal, se desconoce si la autofagia parficipa
activamente en el proceso de la muerte de la motoneurona en la ELA.

La autofagia disminuye la toxicidad inducida por las proteinas mSODI1 vy la
activaciéon de la misma disminuye los niveles de proteina SOD1 en las formas de
ELAF (Kabuta et al. 2006).

Se ha investigado el efecto que producen determinados fadrmacos sobre el
proceso autofdgico en orden a incrementar o restaurar el flujo autofdgico que

se encuentra alterado en las motoneuronas, y encontrar un posible fratamiento
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qgue mejore la patologia de la ELA. De los fdrmacos empleados destaca el litio,
la rapamicing, la progesterona y Ultimamente la frehalosa.

En cultivos primarios de motoneuronas de ratones SOD1G93A, la induccién de la
autofagia por el tratamiento con litio y rapamicina, elimina las proteinas SOD1 al
igual que las ubiquitinas y a-sinucleinas, las cuales son caracteristicas de
determinadas formas de ELAF Y ELAE. Ambos fdrmacos producen un aumento
de la expresion de marcadores autofdgicos y la recuperaciéon de la patologia
celular. El tratamiento con litio es capaz de inducir la autofagia para eliminar
estas proteinas y asi poder rescatar a las motoneuronas de la excitotoxicidad en
ratones WT y transgénicos (Fornai et al. 2008a; Fornai et al. 2008b; Caldero et al.
2010). Ademds, este compuesto es capaz de producir un retraso en el comienzo
de la enfermedad y aumentar la supervivencia de los ratones transgénicos,
acftivar la autofagia, aumentar las mitocondrias en las motoneuronas y suprimir
la astrogliosis reactiva (Basso et al. 2006).

Por el contrario, el tratamiento con rapamicina, que es un farmaco que
aumenta la autofagia por inhibicion de mTOR, acelera la degeneracion de la
motoneurona, ademds de disminuir la supervivencia en los ratones enfermos,
aumentar los niveles de Bax y aumentar la activacion de caspasa 3. Este
resultado parece indicar que la degeneracién selectiva de las motoneuronas
estd asociada con una discapacidad del proceso autofdgico (Zhang et al.
2011).

El tratamiento con progesterona ademds de aumentar el flujo de la autofagia,
reduce los niveles de la proteina mSOD1 y la muerte de la motoneurona, retrasa
la disfuncidn motora y aumenta la vida de los animales fratados. Este
tratamiento activa la autofagia y ademds, presenta tiene un efecto
neuroprotector en los ratones SOD1G93A de ELA (Kim et al. 2013).

En el caso de la frehalosa, su administracion retrasa el comienzo de la
enfermedad, prolonga la supervivencia y reduce Ila muerte de las
motoneuronas en la medula de los ratones SOD1G93A. También disminuye la
agregacion de SODI1 y pé2, reduce la acumulacidon de ubiquitinas y mejora el
flujo autofdgico. Ademds puede reducir la denervacion del musculo
esquelético, proteger la mitocondria e inhibir las vias proapoptdticas (Zhang et
al. 2014).
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La publicacién de un reciente estudio ha permitido conocer que la alteracién
en el proceso de la autofagia estd vinculada a la degeneracion de las
motoneuronas del tronco cerebral al igual que ocurre en las de la medula
espinal. Y ademds se acompana de la acumulacion de SOD1 en astrocitos,
gliosis y estrés oxidativo como en la medula espinal (An et al. 2014).

Todos estos datos parecen indicar que la autofagia ejerce un papel
neuroprotector en las motoneuronas de la medula espinal, pero no se ha
realizado ningun estudio completo del proceso a lo largo de la enfermedad,

desde los estadios presintomdticos hasta el estadio terminal.

2.3.3.2 MUsculo y autofagia

Como se ha indicado previamente, el proceso de eliminacién de proteinas
SOD1 mal plegadas es mas eficiente en las células musculares C2C12 que en la
linea celular de motoneuronas NSC34. Esta limpieza en el musculo se
correlaciona con una mayor eficiencia del proteasoma junto con la activacion
del proteasoma (Onesto et al. 2011). Los resultados de este trabajo también
parecen indicar que las células musculares son mds resistentes a la acumulacion
de la proteina mSOD1 mal plegada.

El mismo grupo de investigadores ha presentado recientemente un frabajo
readlizado con tejido muscular procedente de ratones SODIG93A y ha
corroborado los resultados que anteriormente habian obtenido con los estudios
in vitro. En el musculo la autofagia inducida por las formas mutadas de SOD1 es
mayor que en tejido procedente de la médula espinal, pero todavia se
desconoce si la toxicidad de mSOD1 esta relacionada con una actividad de la
autofagia aberrante. Ademdas, si mSOD1 ejerce un efecto téxico en el mUsculo,
éste podria no estar mediado por la acumulacién de proteinas mal plegadas
(Crippa et al. 2013).

Los trabajos que se han realizado para conocer la situacidon del proceso
autofdgico en el tejido muscular con presencia de agregados proteicos de
SODI1 son muy escasos, lo que pone de manifiesto la necesidad de realizar
estudios que describan con mayor profundidad dicho proceso a lo largo de la

enfermedad.
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2.4 APOPTOSIS

2.4.1 ASPECTOS GENERALES DE LA APOPTOSIS

La apoptosis es un fipo de muerte celular programa caracterizada por una serie
de cambios morfoldgicos que incluyen la condensacion (pyknosis) y
fragmentacion (karyorrhexis) del nucleo, asi como la formacién de cuerpos
apoptdticos. Ademds estd acompanado por una serie de cambios bioquimicos
caracteristicos como son la permeabilizacion de la membrana mitocondrial
exterior (MOMP, mitochondrial outer membrane permeabilization), la activacion
de caspasas efectoras (caspasa 3, 6 y 7) y la activacién de hidrolasas
catabdlicas que degradan la mayoria de las macromoléculas celulares,
incluyendo el DNA (Marino et al. 2014).

En general, existen dos ftipos de apoptosis: la infrinseca que se induce
infracelularmente y la extrinseca, cuya activacion es extracelular (figura 1).
Dentro de las formas exirinsecas se han descrito dos grupos, la extrinseca
mediada por receptores de dependencia y la mediada por receptores de
muerte. Mientras que en el caso de la apoptosis intrinseca, ésta puede ser

dependiente o independiente de caspasas (Galluzzi et al. 2012b).

2.4.1.1 Apoptosis extrinseca

El término de apoptosis extrinseca hace referencia a la muerte celular inducida
por senales extracelulares de estrés cuya sensacidn y propagacion se lleva a
cabo por receptores transmembrana especificos. Se trata de una apoptosis
dependiente de caspasas y por ello, puede ser inhibida por sustancias pan-
Caspasas.

La apoptosis extrinseca se produce a través de tres vias principales (Galluzzi et
al. 2012b):
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A través de receptores de muerte que activan la caspasa 8, que a su vez
conduce a la cascada de la caspasa 3, que es una caspasa efectora de
la muerte celular por apoptosis.

A través de receptores de muerte que activan la caspasa 8 que
promueve la liberacidon de BID, la permeabilizacion de la membrana
exterior de la mitocondria y la activaciéon de caspasa 9. Esta Ultima
caspasa forma parte del apoptosoma que activa a las caspasas
efectoras (caspasa 3,6y 7).

O bien, inducida por la falta de ligando a través de receptores de
dependencia que conducen a la activacién de caspasa 9 y de las

caspasas efectoras.

La apoptosis extrinseca puede ser iniciada por la unidn de ligandos letales como

FAS/CD95, el receptor de TNFR1 (fumour necrosis factor receptor 1) o el receptor

TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand). Como resultado de esta unién, se

produce la movilizacién de proteinas como FADD (FAS associated dearth

domain), TRADD (TNFR1-associated death domain) y la caspasa 8.

FIGURA 1 Tipos de apoptosis (Marino et al. 2014)
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La activacion de la caspasa 8 puede propagar la muerte celular a través de 3
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protedlisis de BID (BH3-interacting domain death agonist) que provoca la
migracion de la proteina truncada BID a la mitocondria y la consecuente
permeabilizacién de la membrana exterior o por la activacién de la kinasa RIP
(Galluzzi et al. 2012b; Marino et al. 2014).

2.4.1.2 Apoptosis intrinseca

La apoptosis intrinseca estd caracterizada por un hecho fundamental que es
permeabilizacidon de la membrana mitocondrial exterior (MOMP); y por ello, va
siempre asociado a una disipacién del potencial de la membrana mitocondrial
generalizada e irreversible, la liberacidén de proteinas del espacio mitocondrial
intermembranoso al citosol y la inhibicion de la cadena respiratoria. Se produce
como respuesta a una situacion de estrés intracelular como puede ser el dano
al DNA o una sobrecarga de calcio citosdlico, que desencadena una serie de
senales que favorecen la supervivencia o la muerte celular.

En el caso de la apoptosis infrinseca independiente de caspasas, como
consecuencia de MOMP, se liberan las proteinas AIF o EndoG que se tfraslocan
al ndcleo y promueven la fragmentacion del DNA. Mientras que en el caso de la
dependiente de caspasas, la liberaciéon de citocromo c¢ contribuye a la
formacion del apoptosoma que se une a la caspasa 9 y activa la cascada de

la caspasas efectoras (Zhang et al. 2011; Galluzzi et al. 2012b; Marino et al. 2014).

2.4.2 APOPTOSIS EN LA ELA

La implicacion de la mitocondria en la enfermedad de la ELA estd avalada por
los hallazgos obtenidos en los numerosos trabajos llevados a cabo tanto en
pacientes como en modelos animales.

Las primeras investigaciones realizadas en tejidos procedentes de necropsias de
pacientes ya mostraban alteraciones morfolégicas de las mitocondrias en las
neuronas de la médula espinal y en el mUsculo esquelético (Hirano et al. 1984).
En relacion con los modelos animales, en la medula espinal de los ratones SOD1
se han detectado defectos en la capacidad de tamponamiento del calcio
(Kawamata and Manfredi 2010) y en la actividad de la cadena fransportadora

de electrones en los estadios presinfomaticos de la enfermedad (Jung et al.
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2002). Ademdas en los ratones SOD1G93A se han encontrado mitocondrias con
crestas dilatadas y desorganizadas en los axones y las dendritas de
motoneuronas en el comienzo de la enfermedad (Kong and Xu 1998). En estos
mismos ratones, este comienzo del trastorno estd precedido por un aumento de
la degeneracion de las mitocondrias con casi ausencia de muerte de las
motoneuronas, que continua progresando durante la fase sintomdtica junto con
la aparicidon de vacuolas en el interior de las mitocondrias (Higgins et al. 2003). El
hecho de que estas anormalidades morfoldgicas aparezcan en ratones antes
de los sintomas y que ademds se produzca la degeneracion de las
motoneuronas, sugiere que el deterioro mitocondrial desempena un papel
clave en la iniciaciéon de degeneracidon de neuronas motoras en la ELA.

La presencia de agregados insolubles de mSOD1 en la membrana exterior de la
mitocondria, plantea la posibilidad de que la proteina mSOD1 afecte
directamente a la funcidn mitocondrial provocando en Ultima instancia la
muerte celular. De hecho, las mitocondrias aisladas expuestas in vifro a mSODI
purificada mostraron una mayor susceptibilidad al estrés oxidativo y al dano
estructural, lo que finalmente causd la liberacion del citocromo ¢ (Pedrini et al.
2010; Pickles et al. 2013). Ademas, la proteina mSOD1 puede unirse de forma
aberrante a Bcl-2 en la membrana externa mitocondrial y desencadenar la
toxicidad mediada por esta proteina (Pedrini et al. 2010; Tan et al. 2013). Aunque
las mitocondrias alteradas por la ELA pueden desencadenar el proceso
apoptdtico y la muerte celular a fravés de la liberacidon de citocromo ¢
(Naniche et al. 2011), se desconoce todavia si la apoptosis iniciada por las
mitocondrias fiene un papel determinante en la neurodegeneracion. En ratones
SOD1G93A a los que se les ha bloqueado la proteina pro-apoptdtica Bax, el
comienzo y la progresion de la enfermedad se retrasa y se previene la muerte
de las motoneuronas, aunque la degeneracion de las mitocondrias se sigue
produciendo. Estos datos sugieren que la apoptosis mediada por mitocondrias
en las motoneuronas podria ser un efecto secundario en la neurodegeneracion
(Fischer et al. 2004; Fischer and Glass 2007). Por ofro lado es interesante destacar
que cuando en el mismo modelo murino de ELA se bloquean Bax y Bak que son
proteinas pro-apoptdticas de la familia de Bcl2, se produce un aumento de la
supervivencia de los ratones (Reyes et al. 2010). Al tratarse de dos proteinas que

participan en la formacién de poros en la membrana externa de la mitocondria
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a través de los cuales se libera el citocromo ¢ (Korsmeyer et al. 2000), estos
resultados ponen de manifiesto la importancia de la permeabilizacién de la
membrana mitocondrial en la patogénesis de la ELA.

En las terminaciones nerviosas las mitocondrias son muy abundantes y se
encargan de proporcionar energia y regular los niveles de calcio. Por esta razén
es necesario que se coordine la actividad sindptica, el transporte y la
distribuciéon mitocondrial y la generacién de ATP. Sin embargo, en ratones
mSOD1 el tfransporte axonal es lento debido a la rotura de la red de
neurofilamentos (Zhang et al. 1997; Ligon et al. 2005) y la acumulaciéon de
proteinas insolubles (Tateno et al. 2009). Este transporte deficiente que impide el
reemplazo de las mitocondrias danadas en las terminales neuromusculares
puede causar la enfermedad a ftfravés del denominado “dying back”,
previomente senalado.

Si bien son numerosos los trabagjos que han estudiado la apoptosis en las
motoneuronas, el estudio de este tipo de muerte celular asociado a la atrofia
muscular en el contexto de la ELA es mds bien escaso. En ratones SOD1G93A, la
expresion de mSODI1 puede causar primero la afrofia del musculo para
continuar produciendo la alteracién de la unidn neuromuscular, la
degeneracién axonal retrégrada vy finalmente terminar con la muerte de la
motoneurona. Este patrdn retrogrado y progresivo sugiere la posibilidad de que
determinadas anormalidades musculares precedan a la muerte de la
motoneurona y no al revés. Los resultados obtenidos por este grupo indican que
la atrofia muscular asociada a la expresion de SOD1 es independiente de la
activacion de las caspasas, mientras que en los musculos paralizados se
produce la muerte por apoptosis mediada por caspasas (Dobrowolny et al.
2011).

INTRODUCCION | 49



2.5 RELACION ENTRE PROTEASOMA, AUTOFAGIA 'Y APOPTOSIS

2.5.1 AUTOFAGIA Y PROTEASOMA

La necesidad de mantener la homeostasis energética y el equilibrio proteico
(proteostasis) requiere que ambos sistemas de degradaciéon estén controlados y
coordinados durante foda la vida celular. La confribucion relativa de cada
sistema es diferente en funcién del tipo celular. En general, se puede decir que
las proteinas de vida corta son degradadas preferiblemente por el proteasoma,
mientras que las de vida larga son sustratos preferidos por la autofagia (Clague
and Urbe 2010).

Aunque durante mucho fiempo se ha considerado que el sistema UPS vy la
autofagia eran independientes entre si, se ha demostrado que existe una
conexion entre ambos. En condiciones normales, ambos procesos estdn
sinfonizados para regular procesos celulares relevantes que requieren
modificaciones en las proteinas. Esta regulacidon del catabolismo de las
proteinas es vital para proteger a la célula de los efectos toxicos de las formas
mutadas y/o mal plegadas (Li et al. 2008b).

Por tanto, los trabajos que demuestran la conexidn existente entre el
proteasoma y la autofagia son numerosos. Asi, Zeng et al. (2009) sugieren que la
autofagia compensa la labor del UPS cuando este no es capaz de desarrollar su
funcion correctamente, y viceversa. Ademds, la inhibicion de UPS activa la
degradaciéon de proteinas por autofagia (Zheng et al. 2009; Crippa et al. 2010),
mientras que cuando se inhibe la autofagia se produce la acumulacion de
proteinas ubiquitinadas en el citoplasma (Hara et al. 2006).

Por otro lado, se han identificado proteinas comunes para los 2 sistemas, como
es el caso de la chaperona Cdc48 (también denominada p?7 o VCP) presente
en algunas formas de ELAF (Johnson et al. 2010).

También son numerosos los trabajos que han demostrado en neuronas de

pacientes de ELAF y ELAE, que cuando se producen alteraciones en distintos
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pasos de estos complejos sistemas de degradacion, tiene lugar una
acumulacién de proteinas aberrantes.

La comunicacion existente entre UPS y autofagia puede llevarse a distintos
niveles, a nivel del tipo de proteina a degradar, de las proteinas que marcan los
productos aberrantes como ubiquitinas o co-chaperonas o de las moléculas
comunes adaptadoras como pé2 o reguladoras como factores de transcripcion
o LC3.

2.5.1.1 Tipo de proteina a degradar

El primer nivel de comunicacién entre el UPS y la autofagia se encuentra en el
tipo de proteina que va a ser degradada. Las proteinas contienen en su
estructura elementos que determinardn su destino, como son:

- La estabilidad y la vida media de las mismas en funcidén de la presencia
de secuencias ‘“degron” o zonas hidrofébicas. Las “degron” son
secuencias especificas de amino dcidos que marcan el lugar de inicio de
la degradacion.

- La estructura secundaria que determina su inestabilidad o la exposicion
de las zonas hidrofébicas.

- La solubilidad, ya que las proteinas solubles prefieren ser degradadas por
el proteasoma, mientras que los agregados proteicos solo pueden ser
degradados por la autofagia (Ding and Yin 2008).

La mayoria de las proteinas solubles prefieren ser degradadas por el
proteasoma, y por el proceso de autofagia cuando la capacidad del
protfeasoma se ha excedido. Sin embargo, los agregados solo pueden ser

eliminados por la autofagia (Pankiv et al. 2007).

2.5.1.2 Senalizacion de las proteinas

En funcidén de cémo se produzca el marcaje de las proteinas a degradar, bien
sea por ubiquitinas o proteinas como ubiquitinas, el destino de las mismas
variard. Este rumbo dependerd de la estructura y la polimerizaciéon realizada por
las ubiquitinas.

Sin embargo, previo al proceso de ubiquitinacién, las proteinas aberrantes son
detectadas por el sistema de chaperonas/co-chaperonas (Tyedmers et al.

2010). Este sistema de degradacion se encarga de las proteinas recién
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sintetizadas, de las desnaturalizadas por situaciones de estrés o de las que
presentan regiones con niveles muy bajos de estructuraciéon. Dentro de las co-
chaperonas que median en los procesos UPS y de autofagia, destacan CHIP y
BAG.

Como consecuencia de este primer paso de identificacién por chaperonas o

co-chaperonas, las proteinas a degradar se unirdn a ubiquitinas.

2.5.1.3 Moléculas comunes adaptadoras

El siguiente nivel de comunicacioén se produce después de la ubiquitinacion a
través de las moléculas adaptadoras como son pé2, NRB1, UBD (proteins bearing
ubiquitin  binding domains) o UBA (ubiquitin-associated domains). Estos
adaptadores se encargan de llevar las proteinas al proteasoma o de conectar
con sustratos autofdgicos.

La proteina pé62/SQSTM1 es una molécula adaptadora de unidon a proteinas
ubiquitinadas a través de dominios UBA por un lado y de unidn directa a LC3 y
otros homodlogos de Atg8 a través de los motivos LIR (regiones de interaccion
con LC3) por otfro (Pankiv et al. 2007). Ademds puede interaccionar con
subunidades infrinsecas del proteasoma a través de dominios UBL (ubiquitin like)
para fransportar sustratos al proteasoma (Komatsu and Ichimura 2010).

Mientras que los inhibidores del proteasoma inducen autofagia como respuesta
compensatoria (Ding et al. 2007), la inactivacion genética de genes esenciales
para el proceso autofdgico produce la acumulaciéon y agregacién de proteinas
ubiquitinadas (Hara et al. 2006; Komatsu et al. 2006). Sin embargo cuando se
producen largos periodos de inhibicion de la autofagia, la eliminaciéon de
proteinas de vida corta especificas del proteasoma se ralentiza por los niveles
elevados de pé62 (Korolchuk et al. 2010), es decir, cuando se inhibe |la autofagia

no se induce el UPS como mecanismo compensatorio.

2.5.1.4 Moléculas comunes reguladoras

Las moléculas reguladoras pueden activar o inhibir un sistema y por ello,
pueden ser degradadas por el ofro; dentro de ellas se encuentran varias

quinasas y los factores de transcripcion como p53.
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Este es el caso de LC3 que participa en la formacion de los autofagosomas y en
la seleccidon de los sustratos a eliminar, y que puede ser degradada por el
proteasoma sin necesidad de ser ubiquitinada (Gao et al. 2010); pero este
proceso todavia no es bien conocido. Ademds se ha descrito que las
subunidades del proteasoma también pueden ser eliminadas a través del

sistema de autofagia (Kristensen et al. 2008).

2.5.1.5 Mecanismos integrativos

Un Ultimo nivel de control son los programas generales celulares que coordinan
la actividad de distintos genes involucrados en los sistemas de degradacion a
través de la actividad de quinasas y factores de transcripcion. Dentro de estos
mecanismos, se encuentran los programas de respuesta al estrés del ER, el
programa de atrofia en musculo y los programas de deteccidn de los niveles de

energia celular (este Ultimo mds discutido).

2.5.1.5.1 Via del estrés del ER

Uno de los principales elementos que coordina la actividad del UPS vy la
autofagia es el ER. El ER es el lugar donde se producen las modificaciones post-
trasducional de las proteinas como son el plegamiento, la oligomerizacién, la
glicosilacion y la formacion de puentes disulfuro. El estrés del ER puede estar
causado por una acumulacién de proteinas prematuras o mal plegadas en el
lumen vy el citosol del ER (Schroder and Kaufman 2005).

En las células eucariotas el principal sistema de eliminacidn de proteinas
procedentes del ER es el UPS, y el mecanismo de respuesta frente a las
situaciones de estrés del ER se conoce como UPR. En las células de mamiferos, el
sistema UPR esta mediado por 3 vias; PERK (protein kinase RNA-like endoplasmic
reticulum kinase), ATFé e IRE1. Como consecuencia de su induccidn, la sintesis
global de proteinas estd disminuida, mientras que la de chaperonas del ER y de
proteinas relacionadas con los mecanismos de degradacién estd aumentada.
Sin embargo en situaciones de estrés, UPR puede también activar la autofagia a
través de la via IRE1 necesaria para la conjugacion lipidica de LC3 (Ogata et al.
2006), de PERK al mediar la conversidon de LC3 (Kouroku et al. 2007) o de ATF4
que estimula la expresidon de los genes de Atg5, Atg7 y LC3.
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2.5.1.5.2 Factor de transcripcion FoxO

En células musculares atrofiadas, el factor de tfranscripcidon FoxO3 activa la
degradacién de proteinas a través de ambos sistemas y su activacion es
esencial (Lynch-Day and Klionsky 2010). La activaciéon de FoxO3 causa una
atrofia dramdatica en el musculo y en miotubos en cultivo debido a la
transcripcién de atrogenes como la atrogina-1 que es una ligasa ubiquitina que
interviene en la degradacién proteasomal de proteinas (Sandri et al. 2004).
Ademds, FoxO3 aumenta la transcripcion de determinados genes autofdgicos
como son LC3, Beclinl, ULK2, Bnip3 o ATGI12. Este factor de transcripcion
constituye en las células musculares un importante punto de control que

coordina ambos procesos degradativos (Zhao et al. 2008).

2.5.1.5.3 Niveles de energia celular disponible

Los niveles de energia celular disponible, es decir, de ATP, pueden constituir otro
punto de comunicacién entre el proteasoma y la autofagia.

La correcciéon del plegamiento de las proteinas danadas por chaperonas y co-
chaperonas, el ensamblaje del proteasoma, la activacién de ubiquitinas por la
enzima E1 y la senalizacién de proteinas tiene un coste energético. Cuando los
niveles de ATP son bajos, estos procesos se ralentizan. Sin embargo, existen vias
alternativas que no consumen ATP como la dependiente de la subunidad 195, o
Con un consumo muy bajo como se produce en situaciones de estrés oxidativo.
Por otfro lado, los bajos niveles de ATP promueven la activacién de la autofagia.
La activacion de la autofagia junto con la activacion de procesos catabdlicos

podria contribuir a la reposicidon de los niveles celulares de ATP.

2.5.2 AUTOFAGIA Y APOPTOSIS

La relacidon funcional entre los procesos de autofagia y apoptosis es compleja
en el sentido de que la autofagia supone una adaptacion al estrés que impide
la muerte celular (y de hecho suprime la apoptosis); pero en determinadas
situaciones celulares, la autofagia constifuye un mecanismo alternativo a la
muerte celular por apoptosis que se conoce como muerte celular fipo Il o

muerte autofdgica (Baehrecke 2005).
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La autofagia y la apoptosis son dos procesos que pueden ocurrir en una misma
célula secuencialmente, siendo habitual que la autofagia preceda a la
apoptosis (Maiuri et al. 2007). Cuando los niveles de estrés celular son tolerables
para la vida celular, se activa la respuesta autofdgica como un mecanismo de
reparacidén para restablecer las condiciones fisioldgicas; pero cuando la
intensidad o la duracién del estrés alcanzan umbrales mortales, 1os programas
apoptdticos y no-apoptdticos letales se activan.

En general se puede considerar que la autofagia bloquea la induccién de la
apoptosis, mientras que la apoptosis asociada a la activacion de caspasas
inactiva el proceso autofdgico. Pero en particular, las circunstancias o las
proteinas esenciales que rodean a la autofagia pueden promover la muerte
celular, bien por el catabolismo de partes indispensables para la vida celular o
facilitando la activaciéon de la apoptosis o la necrosis (Galluzzi et al. 2009).

Existen diversas senales que pueden provocar la activacion tanto de la
autofagia como de la apoptosis; pero, como es logico, el proceso de la
autofagia parece manifestarse antes de que la apoptosis elimine la célula. El
hecho de que determinadas vias de fransduccidén de senales, que se originaron
por el estrés celular intrinseco, regulen tanto la autofagia como la apoptosis
podria explicar la activacion secuencial de ambos procesos.

Denfro de las senales que inducen ambos procesos y por tanto, pueden
participar en su regulacion, destacan entre otros la proteina p53, las proteinas
con un Unico dominio BH3, algunas serina/treonina quinasas y determinados
oncogenes.

A continuacién se incluye una tabla con una serie de proteinas que pueden

desempenar parficipar en el proceso de la autofagia y de la apotosis.
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TABLA 1

Proteinas con doble funcidon en

(Mukhopadhyay et al. 2014).

la autofagia y la apoptosis

PROTEINA FUNCION EN AUTOFAGIA FUNCION EN APOPTOSIS
PROTEINAS AUTOFAGICAS
mTOR Inactiva proteinas involucradas en la Regula apoptosis
iniciacion
Beclin1 Nucleacién autofagosoma Fragmento C induce la apoptosis
mitocondrial
UVRAG Aumenta la interaccion Vps34-Beclin Anti-apoptdético al inhibir la traslocaciéon
de Bax del citosol a la mitocondria
AMBRA Aumenta la interaccion Vps34-Beclin Regula la apoptosis mitocondrial sujeto
a caspasas y calpainas
Atg3 Unidn a Atg 12 Regula la muerte celular mitocondrial
Atg5 Unidn a Atgl12 y elongacién del Interacciona con FADD para inhibir la
autofagosoma apoptosis, por fragmento N induce
apoptosis mitocondrial
Atg12 elongacién del autofagosoma Estimula apoptosis mitocondrial
inactivando Bcl-2 y MCL1
Atg4D Procesamiento LC3 Induce apoptosis
pé2 Unién a LC3 y promueve la degradacién de  Procesamiento y activacién de caspasa
agregados proteicos poliubiquitinados 8
PROTEINA FUNCION EN AUTOFAGIA FUNCION EN APOPTOSIS
PROTEINAS APOPOTICAS
Bcl-2, Bcl-X. Interacciona con Beclinl e inhibe la Anti-apoptdético

Bad, Bak, BNIP3,
Nix

Bax, PUMA
p53

Noxa

Bim
XIAP
cFLIP

autofagia
Pro-autofdgico y rompe la interaccién de

beclinl/bcl-2
Pro-autofdgico

Inhibe por p53 citoplasmatico e induce por
el nuclear a través de DRAM

Induce autofagia por romper la interaccion
de MCL1/beclini

Secuestra Beclinl, inhibe autofagia
Inhibe por senal Mdm2-p53

Previene interaccién entre Atg3y LC3

Pro-apoptdtico
Pro-apoptdtico
Pro-apoptdtico
Pro-apoptdtico

Pro-apoptdtico
Inhibe caspasa 3y 7

Inhibe caspasa 8

Uno de los principales mecanismos por los cuales la autofagia disminuye la

tendencia de las células a morir por apoptosis es la mitofagia (Youle and

Narendra 2011). En la mitocondria convergen las senales de supervivencia y

muerte celular que determinan si se produce la apoptosis intrinseca via MOMP.

Durante la muerte celular, MOMP causa la liberacion de hidrolasas y activadores

de caspasas desde la mitocondria que producen la disipacion del potencial de

la membrana mitocondrial. Esto desencadena una catdstrofe bioenergética

que implican un punto de no retorno en la apoptosis intrinseca (Galluzzi et al.

2012a). Las mitocondrias danadas son susceptibles de activar el programa
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apoptdtico, por lo que su eliminacion por medio de la autofagia puede
aumentar el umbral de la induccién de la apoptosis.

La autofagia puede también atenuar la muerte celular por una reduccion
selectiva de las proteinas pro-apoptdticas en el citosol. De esta forma,
determinadas proteinas que han sido ubiquitinadas pueden ser eliminadas a
través de la autofagia con la participacion de proteinas reguladoras como pé2
qgue une tanto sustratos ubiquitinados como LC3 (Shaid et al. 2013).

En sentido contrario, cuando la intensidad y la duracidon del estrés celular
superan los limites soportables para la vida celular, los programas de muerte
celular se activan y se produce el “suicidio” de la célula. La modalidad mads
frecuente de muerte celular es la apoptosis, y generalmente va acompanada
por la activacion de caspasas. Las caspasas pueden eliminar algunas proteinas
autofagicas esenciales como son Atg3 (Oral et al. 2012) o Beclinl (Wirawan et
al. 2010) lo que produce la inactivacion de la autofagia. La rotura de Atg3 se
produce a través de la caspasa 8, con lo que un aumento de la expresion de
caspasa 8 conlleva la degradacién de Atg3, mientras que cuando se producen
mutaciones en la zona de ruptura de Atg3 por caspasa 8 se previene la rotura y
con ello, la inhibicion de la autofagia. Este hecho confirma que Afg3 es un
objetivo directo de la caspasa 8 (Oral et al. 2012).

Ademds, la proteina autofdgica AMBRAT que participa en los pasos iniciales del
proceso de autofagia es degradada irreversiblemente por la accién
combinada de calpainas y caspasas (Corazzari et al. 2012; Pagliarini et al. 2012).
Por otro lado, los fragmentos de proteinas autofdgicas resultantes de la
degradacién por las caspasas podrian adquirir una funcidn pro-apoptdtica. En
el caso de la proteina Beclinl, el fragmento carboxi-terminal resultante de la
acciéon de la caspasa 3, 6 y 9 que se localiza en la mitocondria es responsable
de liberar el citocromo ¢ (Wirawan et al. 2010). De modo similar, la rotura de
Atg5 por calpainas genera un fragmento amino terminal que migra a la
mitocondria donde se asocia a Bcl-X. e induce la liberacion del citocromo ¢
que promueve la apoptosis. Ademds el fragmento de Atg5 promueve la
fragmentacion nuclear y previene la acumulacion de la proteina LC3-Il. Estos
hallazgos confirman la capacidad del fragmento Atg5s para inducir

directamente la apoptosis y no la autofagia (Yousefi et al. 2006).
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Por otra parte, es posible que se produzca la activacion del proceso apoptdtico
por la autofagia a través de un mecanismo conocido como muerte celular
autofagica. Este proceso supone la supresidon de la autofagia por la inhibicidon,
disminucion o eliminacién de genes esenciales autofdgicos y/o proteinas que
previenen de la muerte celular (Galluzzi et al. 2012b; Shen et al. 2012). Por otro
parte, algunos genes ATG estdn implicados tanto en la autofagia como la
endocitosis y la secrecidon de proteinas (Manjithaya and Subramani 2011;
Shravage et al. 2013).

Ademds de las proteinas autofdgicas, los autofagosomas también parecen
estar implicados en la regulacién de la apoptosis. Se ha descrito la asociacion
de la caspasa 8 con la membrana del autofagosoma. Esta caspasa forma un
complejo junto con FADD y Atg5, y su activaciéon es dependiente de la proteina
pé62 (Hou et al. 2010; Altman and Rathmell 2012).

Otra via de estimulacion de la apoptosis es la eliminacién de inhibidores
enddgenos de esta via que son conocidos como IAPs (inhibitor of apoptosis
protfeins) y que controlan a las caspasas; una de las mds conocidas es Bruce.
Para escapar de la inhibicidn ejercida por IAP, la mitocondria puede liberar
proteinas que pueden unirse a ellas o romperlas (Galluzzi et al. 2012a).

Por ofro lado, la autofagia puede desencadenar la muerte por necrosis que se
produce como resultado de un dano agudo, no fisioldgico y accidental. Este
tipo de muerte celular estd asociado a la lisis celular como consecuencia de un
dano en la membrana y la liberacion de los constituyentes celulares al espacio
extracelular, lo que produce una inflamacién local y el dano a los tejidos
proximos (Ryter et al. 2014). La activacion de la necrosis esta mediado por la
acumulacién de autofagosomas que puede provocar la apertura del poro de
transicion de permeabilidad de la mitocondria y desencadenar la autofagia
(Ma et al. 2012).

Otro grupo de proteinas que pueden activar la apoptosis son las Atg (figura 1).
Este es el caso de Atg12 que activa a las caspasas via mitocondrial. Este efecto
se ejerce a través del dominio BH3 que media su unién con Bcl-2 y MCL1 vy
promueve la apoptosis sin necesidad de activar la autofagia (Rubinstein et al.
2011). El complejo formado por Atgl2 y Atg5 controla la homeostasis
mitocondrial y la muerte celular. Este complejo sensibiliza a las células a la

apoptosis intrinseca sin afectar a la extrinseca. Cuando se produce la ruptura de
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este complejo, se produce un aumento de las mitocondrias, se desintegra el
enframado mitocondrial y se produce una resistencia a la apoptosis intrinseca
(Radoshevich et al. 2010).

FIGURA 1 Proteinas autofdgicas en la apoptosis intrinseca (Mukhopadhyay et al.
2014).
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Del mismo modo ocurre con la proteina Atg7 que induce la muerte celular tras
el dano lisosomal al desencadenar la permeabilizacion de la membrana del
lisosoma (Kessel et al. 2012); o con Atg5, que ademds de intervenir en la
formacion de los autofagosomas, puede sufrir una modificacion postranslacional
por la accidén de una calpaina y ejercer un efecto pro-apoptdtico (Codogno
and Meijer 2006).

Como se ha descrito en el capitulo, los procesos de degradacion proteica
(autofagia y proteasoma) y de muerte celular programada estdn muy
relacionados, y su estudio deberia llevarse a cabo como un conjunto, no como

procesos aislados.
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2.6 METABOLISMO DE LIPIDOS EN ELA

En pacientes con la enfermedad de ELA, una de las complicaciones que se
manifiestan ante el avance de la misma son las alteraciones energéticas que
surgen como consecuencia de un desequilibrio entre la ingesta de alimentos y
la energia disponible en el organismo (Braun et al. 2012; Muscaritoli et al. 2012).
Estos pacientes pueden llevar asociadas a su patologia alteraciones del
metabolismo como son las dislipidemias, una disminucion de la masa corporal y
un incremento del gasto energético en reposo (Funalot et al. 2009; Dupuis et al.
2011). Del mismo modo ocurre en los modelos animales de la enfermedad, los
animales transgénicos que portan la mSOD1 se caracterizan por tener un peso
corporal menor que los WT, ser hipermetabdlicos, e hipolipidémicos y presentar
un incremento del consumo de dacidos grasos en el musculo (Dupuis et al. 2004;
Fergani et al. 2007; Kim et al. 2011).

Tal y como se ha expuesto en el capitulo anterior, la autofagia estd presente en
la enfermedad y, ademds, existe una relacién entre este proceso y el

metabolismo de los lipidos.

2.5.1 METABOLISMO DE LiPIDOS Y AUTOFAGIA

A nivel intracelular, los lipidos son cruciales para el mantenimiento de la
homeostasis de la energia celular. En momentos de escasez de nutrientes, las
reservas celulares de lipidos (triglicéridos en forma de gotas de grasa) se
hidrolizan en dcidos grasos para producir energia, a la vez que se induce la
autofagia como otra fuente de energia extra a partir de la degradacién de
proteinas y orgdnulos celulares. Por lo tanto, si la falta de nutrientes provoca la
movilizacion de los lipidos, se podrian pensar que la autofagia y el metabolismo

lipidico comparten similitudes regulatorias y funcionales. Ademdas, se ha
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demostrado que los lisosomas tienen la capacidad de degradar lipidos gracias
a la presencia de lipasas lisosomales o lipasas acidas en su interior, lo que se
conoce con el término de lipofagia (Singh et al. 2009; Singh and Cuervo 2012).
Numerosos trabajos han demostrado que la activacion de la lipofagia se
produce como respuesta a los cambios en el contenido lipidico de la célula en
tejidos como el neuronal (Nowicki et al. 2010), el muscular o el hepdtico
(Cahova et al. 2010) entre otros; aunque el mecanismo que modula la
activaciéon del proceso autofdgico todavia no estd definido (Singh and Cuervo
2012).

La exposicidon a acidos grasos insaturados como el dcido oleico ejerce un efecto
estimulatorio sobre la autofagia en funcion de la concentracion aplicada (Koga
et al. 2010; Mei et al. 2011), mientras que el dcido palmitico, que es un dacido
graso saturado, permanece en el citosol a altas concentraciones e inhibe la
autofagia en células hepdticas (Mei et al. 2011). En los animales expuestos a una
dieta alta en grasa durante periodos prolongados de tiempo, es posible
detectar un aumento en la actividad autofdgica durante las primeras semanas
de tratamiento, que es seguido progresivamente por una disminucion gradual
en la autofagia.

Aungue muchos mecanismos pueden contribuir al efecto inhibitorio ejercido por
los dcidos grasos libres en la autofagia, el andlisis del proceso de autofagia ha
puesto de manifiesto la presencia de un defecto en la fusibn entre los
autofagosomas y los lisosomas en las células expuestas a altas concentraciones
de dcidos grasos libres o en animales sometidos a una dieta alta en grasa de
forma prolongada en el tiempo. El andlisis de estas vacuolas autofdagicas ha
revelado que los alteraciones en la composicidon lipidica de la membrana de
estas vesiculas puede influir en el proceso de unidn del autofagosoma con el

lisosoma (Koga et al. 2010).

2.5.2 METABOLISMO ENERGETICO

Las alteraciones del metabolismo de lipidos estdn presentes tanto en las
motoneuronas como en el musculo de los ratones mSOD1 y de los pacientes de
ELA.
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En los Ultimos diez anos el numero de estudios relacionados con las alteraciones
metabdlicas en pacientes de ELA han ido aumentando. Los estudios
epidemioldgicos han demostrado que existe una asociaciéon entre la nutricion y
el riesgo de padecer ELA. Un primer estudio llevado a cabo en Japdn en el ano
2007 demostré que una alta ingesta de carbohidratos junto con un bajo
consumo de grasas aumenta el riesgo de padecer ELA (Okamoto et al. 2007).
Por el contrario, el seguimiento durante 10 anos de un grupo formado por
poblacidn general ha puesto en evidencia que el consumo de alimentos con un
alto contenido en grasa reduce el riesgo de desarrollar la enfermedad (Gallo et
al. 2013). Estos datos son coherentes con los encontrados en el modelo de
ratones SOD1 que muestran una disminucién de su supervivencia cuando se
disminuye el aporte caldrico de su dieta (Hamadeh et al. 2005; Patel et al. 2010).
Cuando los ratones mSOD1 ingieren una mayor cantidad de calorias, este
incremento caldrico resulta beneficioso para ellos. Asi, una dieta rica en lipidos
administrada a ratones SOD1 normalizd los valores de masa corporal y restaurd
la adiposidad, retrasé el comienzo de los sinfomas motores y de la
degeneracién de la motoneurona, y ademds aumentd la supervivencia en un
20% (Dupuis et al. 2004). Estos resultados han sido corroborados por los trabajos
que posteriormente realizaron los grupos de Camandola y Pasinetti (Mattson et
al. 2007; Zhao et al. 2012).

En pacientes de ELA se ha estudiado la relacion entre los lipidos y la progresion
de la enfermedad a través de la cuantificacidon de los lipidos circulantes. Los
resulfados indican que en estos enfermos se produce una dislipidemia, que
ademds correlaciona positivamente con un aumento de la supervivencia. Este
aumento puede alcanzar hasta los 13 meses en el caso de los pacientes con un
mayor ratio HDL/LDL (Dupuis et al. 2008). Ofros grupos de frabajo han
demostrado también que tanto la hiperlipidemia como el aumento de la masa
corporal tienen un mayor prondstico de supervivencia (Dorst et al. 2011;
Paganoni et al. 2011; Shimizu et al. 2012; Reich-Slotky et al. 2013). Uno de los
Ultimos trabajos llevados a cabo han puesto de manifiesto que la presencia de
grasa subcutdnea correlaciona de modo positivo con la supervivencia (Kouroku
et al. 2007); mientras que un ratio HDL/LDL bajo o una disminucion rdpida del

indice de masa corporal estd asociado con un declive mds rdpido en estos
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pacientes (Jawaid et al. 2010). Ademdas, un estado nutricional pobre tiene un
peor prondstico de la progresion de la enfermedad (Marin et al. 2011).

Por ofra parte, en situaciones de hipoglucemia, las neuronas pueden usar los
cuerpos cetdénicos en caso de una alto requerimiento energético (LaManna et
al. 2009), y en esta situacion, los astrocitos pueden utilizar los lipidos para
proporcionar los cuerpos cetdnicos a las motoneuronas en caso de necesidad
(Yi et al. 2011). En los ratones SOD1, la administracién de triglicéridos de cadena
media, que son precursores de los cuerpos ceténicos, preservan las funciones
motoras y la supervivencia de las motoneuronas por medio del aumento del
metabolismo de los lipidos (Zhao et al. 2012). Ademds, en pacientes de ELA se
ha observado un aumento de los cuerpos cetdnicos en el fluido cerebroespinal
que proceden de la ruptura de acidos grasos (Blasco et al. 2010) lo que podria
indicar una alteracion en la beta oxidacion de los lipidos.

En relacidn con el tejido muscular, los ratones SOD1 presentan un alto
requerimiento energético (Dupuis et al. 2004) que se relaciona con una mayor
necesidad de dcidos grasos y con cambios en el patrén de expresion de genes
relacionados con el metabolismo lipidico (Fergani et al. 2007; Gonzalez de
Aguilar et al. 2008; Thau et al. 2012). En el caso de los pacientes de ELA, se ha
descrito un predominio del metabolismo oxidativo y deficiencias en la funcion
de la cadena mitocondrial oxidativa en el musculo (Crugnola et al. 2010). Las
alteraciones descritas en las funciones energéticas de la mitocondria podrian
contribuir a la atrofia del mUsculo en la enfermedad de ELA (Zhou et al. 2010).

A modo de resumen, a continuacién se recogen en las siguientes tablas, los
estudios relacionados con el metabolismo energético que se han realizado en

pacientes (tabla 1) y en modelos animales de ELA (tabla 2).
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TABLA 1 Estudios relacionados con el metabolismo energético en pacientes de

ELA (Schmitt et al. 2014).

TAMANO
MUESTRA CONCLUSIONES REFERENCIA
Metabolismo n=44 Pacientes ELA son hipermetabdlicos. (Funalot et al.
basal 2009)
Epidemiologia n=153 Ingesta alta de carbohidratos y baja de lipidos (Okamoto et al.
y riesgo a ELA aumenta el riesgo de ELA 2007)
n=222 Alto contenido en grasa corporal reduce el riesgo de (Gallo et al
padecer ELA. 2013)
Lipidos y n=369 LDL/HDL alto correlaciona con aumento supervivencia (Dupuis et al.
prognosis 2008)
n=658 Hiperlipidemia no correlaciona con aumento (Chio et al. 2009)
supervivencia
n=658 LDL/HDL bajo correlaciona con disfuncién respiratoria (Chio et al. 2009)
n=285 BMI bajo correlaciona con declive rdpido (Jawaid et al.
2010)
n=92 Estatus nutricional pobre asociado a alta mortalidad (Marin et al
2011)
n=488 Colesterol y triglicéridos altos correlacionan con mayor (Dorst et al. 2011)
supervivencia.
n=427 BMI alto correlaciona con mayor supervivencia (Paganoni et al.
2011)
n=77 Alta reducciéon BMI predice declive répido (Shimizu et al.
2012)
n=150 Alto BMI correlaciona con un declive de la puntuacién (Reich-Slotky et
ALSFRS mds lento al. 2013)
n=62 Alta grasa subcutdnea correlaciona positivamente con (Lindauer et al.
supervivencia 2013)

TABLA 2 Estudios relacionados con el metabolismo energético en modelo

murinos de ELA (Schmitt et al. 2014).

TAMANO
MODELO MUESTRA CONCLUSIONES REFERENCIA
SOD1G93A n=8 Composicion alterada de lipidos en la medula espinal (Cutler et al
2002)
n=13 Dieta alta en grasa retrasa el comienzo de la (Dupuis et al.
enfermedad y aumenta la supervivencia. 2004)
n=27 Dieta cetogénica protege frente a la muerte de la (Zhao et al. 2006)
motoneurona
n=15 Hipolipidemia (Fergani et al.
2007)
n=490+310  Restriccidn caldrica disminuye la supervivencia con (Patel et al
aumento de peroxidacion lipidica, inflamacién y 2010)
apoptosis.
n=300J Hipolipidemia en el estadio presintomdatico de la (Kim et al. 2011)
enfermedad.
n=machos Triglicéridos de cadena acorta protegen motoneuronas, (Zhao et al. 2012)
pero no aumenta supervivencia
SOD1G86R n=7-8 Defecto dramdtico en la homeostasis energética e (Dupuis et al.
hipermetabolismo de origen muscular 2004)
n=10 Hipolipidemia (Fergani et al.
2007)

Tal y como se acaba de describir, los estudios preclinicos y la investigacion

bdsica han demostrado que un nivel alto de lipidos correlaciona con una mejor
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prognosis de la enfermedad. Estos datos sugieren que una dieta suplementada

con lipidos puede ser una terapia prometedora para el tratamiento del ELA.

2.5.3 TRATAMIENTO DE LA ELA CON LiPIDOS

Cuando los ratones mSOD1 ingieren una mayor cantidad de calorias, este
incremento caldrico resulta beneficioso para ellos (tabla 2). Asi, una dieta rica
en lipidos administrada a ratones SOD1 normalizé los valores de masa corporal y
restaurd la adiposidad, retrasé el comienzo de los sintomas motores y de la
degeneracién de la motoneurona, y ademds aumentd la supervivencia en un
20% (Dupuis et al. 2004). Estos resultados han sido corroborados por los trabajos
que posteriormente realizaron los grupos de Camandola y Pasinetti (Mattson et
al. 2007; Zhao et al. 2012).

En la actualidad se estdn realizando varios ensayos clinicos en relacion con la
nutricion con la finalidad de conocer mds exactamente que sucede en los
pacientes. A nivel farmacoldégico, se estd analizando el medicamento
Olanzapine (10 mg/dia) para tratar la pérdida de apetito (NCT00876772;
clinicaltrial.gov), pero hasta el momento no se han publicado los resultados. Sin
embargo, el ensayo con el medicamento Pioglitazone (45 mg/dia) que es un
anti-diabético, ha sido suspendido en fase Il al no encontrarse beneficio alguno
en su administracion (NCT00690118; clinicaltrial.gov). En relacion a las dietas
suplementadas, se estd administrando una dieta rica en grasa y alto contenido
caldrico para corregir la malnutricion (NCT00983983; clinicaltrial.gov) (Schmitt et
al. 2014), ademds en pacientes de ELA con alimentacion asistida por sonda de
gastrostomia se estd administrando una dieta cetogénica rica en grasas y baja
en carbohidratos (NCT01016522; clinicaltrial.gov). Con estos ensayos se pretende
prevenir el estado de malnutricidén caracteristico de estos pacientes (Schmitt et
al. 2014).

También se estd estudiando el metabolismo basal de los pacientes con ELA. Un
primer ensayo, en vias de reclutamiento, pretende cuantificar el sustrato
nutricional que utilizan estos pacientes (NCT00714220; clinicaltrial.gov), mientras
gue un segundo ensayo, se ha centrado en la influencia de la hiperlipidemia en
la ELA (NCY01592084; clinicaltrial.gov) (Schmitt et al. 2014).
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Por otra parte, tal y como quedo de manifiesto en el “IV Encuentro Nacional de
personas con ELA e Investigadores” realizado el pasado mes de abril, se estd
llevando a cabo en Espana un ensayo con pacientes de ELA a los que se les
estd administrando como suplemento alimenticio el compuesto ALGATRIUM Plus
que es un aceite omega 3 con un alto contenido en DHA (&cido
docosahexaenoico), pero por el momento se desconocen los resultados.

El resultado de todos estos ensayos ayudard a determinar si la modulacién de los
lipidos, bien a nivel farmacoldégico o bien a modo de suplementacion, puede

ser un potfencial fratamiento para la ELA.
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OBJETIVOS






El objetivo general planteado en la presente memoria de Tesis Doctoral es
conocer los procesos de degradacién proteica y/o de muerte celular que
tienen lugar en el modelo murino de ELA a lo largo de la enfermedad tanto en el
Sistema Nervioso Central como en el mUsculo esquelético, ademds de estudiar

el efecto de una dieta rica en lipidos sobre los mismos.

Para la consecucién de este objetivo general se han propuesto los siguientes

objetivos especificos:

- Estudiar la actividad del proteasoma, el proceso de autofagia, asi como
el proceso de muerte celular programa por apoptosis a lo largo de la
enfermedad en el musculo esquéletico de los animales modelos

SOD1G93A.

- Redlizar un ensayo pre-clinico basado en la administraciéon de una dieta
rica en lipidos y estudiar como afecta a los pardmetros de autofagia en el

musculo esquelético de los animales modelos SOD1G93A.

- Estudiar la actividad del proteasoma y el proceso de autofagia a lo largo
de la enfermedad en la médula espinal de los animales modelos
SOD1G93A.
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MATERIAL Y METODOS






El tfrabajo descrito en este capitulo viene supeditado a la presentacion del
apartado de resultados y discusidon, cuyo desarrollo es en forma de manuscritos.
A pesar de que en cada uno de los arficulos se describen los procedimientos
especificos de cada trabajo, se ha considerado conveniente una descripcion
de los materiales y la metodologia empleados en la elaboracidn de la presente
Tesis Doctoral.

La infraestructura utilizada en el presente trabajo estd disponible en el
Laboratorio de Genética y Bioquimica (LAGENBIO), Toxicologia, la Unidad de
Experimentacion Animal y en el Grupo de Mecdnica Estructural y Modelado de

Materiales (GEMM) del Instituto de Investigaciéon de Ingenieria de Aragdn.

4.1 MODELO ANIMAL

4.1.1 ASPECTOS GENERALES DEL MODELO MURINO SOD1G93A DE ELA

El modelo animal utilizado en Los experimentos de este frabajo es el ratén
transgénicos de alta copia para el gen humano mutado SOD1 (G%3A), con
fondo genético de la cepa B4SIL (B4SIL-Tg(SOD1-G93A)1Gur/J) proveniente de
la casa comercial The Jackson Laboratory. La colonia fue mantenida mediante
el cruce de portadores hemicigdticos machos con hembras hibridas B46SJLF1
provenientes de la casa comercial Janvier. Como confroles para los
experimentos se utilizaron ratones no transgénicos o wild-type (WT),
preferiblemente hermanos de camada. Ademds, para el correcto diseno
experimental de los ensayos se tuvo en cuenta el sesgo por el efecto del género
y los grupos se balancearon en funcién del sexo.

Los animales fueron alojados en el Servicio de Animalario del Servicio General de
Apoyo a la Investigacion (SAl) de la Universidad de Zaragoza, bajo las normas
internacionales GLP (Good Laboratory Practices) y los acuerdos del Consejo de
Europa sobre experimentacion animal aplicada, recogidos en las Directivas
86/609/CEE y la 2010/63/UE y regulados en Espana por el Real Decreto 53/2013.
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Ademds, todos los experimentos y procedimientos seguidos fueron aprobados
por el Comité Etico para Animales de Experimentacion de la Universidad de
Zaragoza.

En fodos los ensayos los animales tuvieron acceso a la comida y la bebida ad
libitum, con ciclos de luz de 12 horas y condiciones ambientales de temperatura
(21-23°C) y humedad relativa (55%) controlada. Las condiciones sanitarias
fueron controladas mediante andlisis bacterioldgicos, parasitoldégicos vy

seroldgicos.

4.1.2 GENOTIPADO

La identificacién de los ratones transgénicos y WT se realizd mediante la técnica
PCR con el DNA exiraido de los animales. Para la exiraccion del DNA
gendmico, una pequena porcion de tejido del ratdn procedente de la cola se
sometio a lisis con NaOH 50mM a 98 °C durante 30 minutos. Tras neufralizar la
reaccion con Tris 1M, se centrifugd la muestra a 12000g durante 5 minutos para
separar el sobrenadante que es la porcidon que contiene el DNA.

El genotipado consiste en la amplificacion simultdnea de un fragmento del gen
SOD1 humano mutado y del gen interleukina 2 (IL-2) como control de la
reaccioén, y la visualizacién del o de los productos amplificados en un gel de
agarosa al 1% con tincion de bromuro de etidio (tabla 1). Los animales no
transgénicos o WT presentan una Unica banda de 324 pb (gen control de IL-2),
mientras que los transgénicos presentan dos bandas (236 pb y 324 pb) que
corresponden a la amplificacion del gen hSOD1 mutado e IL-2,

respectivamente.

TABLA 1 Secuencia de los primers empleados para el genotipado.

GEN PRIMER SECUENCIA
IL-2 OIMR042 CTA GGC CAC AGA ATT GAA AGA TCT
OIMR043 GTA GGT GGA AATTCT AGC ATC ATC C
hSOD1 OIMRT13 CAT CAG CCCTAATCC ATC TGA
OIMRT114 CGC GAC TAA CAATCA AAG TGA
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4.1.3 EXTRACCION Y PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS ANIMALES

Los tejidos objeto de estudio del presente trabajo fueron el musculo cuddriceps y
la médula espinal de ratones WT y fransgénicos de ambos sexos a las edades de
40, 60, 90 y 120 dias.

Estas edades se corresponden con los siguientes estadios de la enfermedad:
asinftomdtico a la edad de 40 dias, sinftomdtico temprano a los 60 dias de vida,
sinftomdatico a los 90 dias y estado terminal a los 120 dias de edad.

Los ratones fueron sacrificados mediante asfixia en una cdmara de COa.
Posteriormente, ambos musculos cuddriceps y la médula espinal de cada
animal fueron disecados y, en caso de no ser usados en ese momento,
rapidamente congelados en nitrégeno liquido para su almacenamiento en un
congelador a -80°C.

Los tejidos obtenidos (muUsculo y médula espinal) destinados al estudio
bioguimico se pulverizaron con nitrégeno liquido por medio del sistema
Cellcrusher™ (Cellcrusher). A partir de este punto, el tejido se dividid igualmente
para el estudio génico y proteico. Esto permite realizar tantoel estudio proteico
como el génico en los mismos animales y evitar los posibles errores debidos a la
variabilidad entre animales.

Mientras que las muestras para los ensayos histoldgicos se fijaron con
paraformaldehido al 4% en PBS durante 24 horas, y se criopreservaron en
sacarosa al 30% durante 48 horas a 4 °C. Posteriormente, los tejidos fueron
embebidos en una resina para congelacion OCTM Tissue-Tek (Sakura) y se
congelaron en 2-meftilbutano enfricdo con nitrébgeno. Los bloques se
almacenaron a -80 ° C hasta el momento de su utilizacion.

Para realizar el corte de las muestras, primero lo bloques se dejaron atemperar a
-20°C en el criostato (CM1510S, Leica Microsystems) y se cortaron secciones
fransversales de 10 um de grosor. Los cortes se recogieron en portaobjetos
Superfrost®Plus (Thermo Fisher Scientific) que se almacenaron a -20°C hasta el

momento de su uso.
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4.2 PCR CUANTITATIVA A TIEMPO REAL

4.2.1 EXTRACCION DEL RNA TOTAL

Para realizar la extraccion del RNA de las muestras, se utilizaron dos métodos
distintos en funcidn de las caracteristicas especiales del tejido de partida. En el
caso concreto de la médula espinal, por tratarse de un tejido rico en lipidos, fue
necesaria la utilizacién de un protocolo especifico.

En el caso del tejido muscular, el RNA se exirajo por medio del Trizol Reagent
(Invitrogen) usando un homogenizador de muestras (IKA T10 UltraTurrax), seguido
del tratamiento con cloroformo e isopropanol que separa y precipita el RNA
respectivamente. Finalmente, se lavd con etanol al 75% vy se resuspendid el RNA
en agua DEPC.

Por otra parte, para la extracciéon del RNA de la médula espinal, se usé el kit
comercial RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen) basado en un sistema de
extraccion y purificacion por columnas, siguiéndose las indicaciones del

fabricante.

4.2.2 SINTESIS DE DNA COMPLEMENTARIO O cDNA

Para evitar la presencia de DNA gendmico en las muestras de RNA que podrian
provocar amplificaciones inespecificas en los estudios de expresidon génica, 10
ug de RNA fueron tratados con la DNasa Turbo DNA-free (Ambion).
Seguidamente, y tras medir la concentracion de RNA en un espectrofotdmetro
(NanoDrop ND-1000, Thermo Scientific), se sintetizd el cDNA a partir de 1 ug de
RNA por medio del Super-Script™ First-Strand Synthesis System kit (Invitrogen).

4.2.3 PCR EN TIEMPO REAL (RT-PCR)

La PCR a tiempo real o RT-PCR es una técnica que permite amplificar vy
cuantificar simultdneamente una muestra de cDNA. Para cuantificar el nUmero
de copias del gen en estudio, se normalizaron los valores con genes

normalizadores o housekeepings.
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Se utilizaron sondas TagMan® (Applied Biosystems) caracterizadas por ser
oligonucledtidos modificados que emiten fluorescencia cuando hibridan
especificamente con un DNA complementario. Las sondas empleadas en este
frabajo aparecen citadas en la tabla 4.2.

Todas las reacciones se optfimizaron para realizarse en un volumen final de 5 ul
con 2.5 ul TagMan® Universal PCR Master Mix, 0.25 ul de la sonda especifica
para cada gen, 2 ul de cDNA diluido 1/10 y agua DEPC para completar el
volumen. Las reacciones se realizaron por duplicado en un ABI Prism 7000
Sequence Detection System (Applied Biosystems).

Como genes normalizadores se usaron los 2 genes enddégenos GAPDH y B-
actina, cuya media geométrica se utilizd para corregir la expresion de los genes
objeto de estudio. Estos genes se seleccionaron basdndonos en estudios previos
realizados por nuestro laboratorio, en funcién del tipo de tejido, para nuestro
modelo animal (Calvo et al. 2008). La expresion relativa de los genes se
determind usando el método 2°-“CT (Livak and Schmittgen 2001). Este método,
permite comparar el mismo gen en 2 muestras distintas tras la previa correcciéon
con el gen normalizador en relacién a su valor Ct o ciclo umbral (cycle
threshold).

TABLA 2 Lista de sondas TagMan® usadas para la RT-PCR.

SONDA REFERENCIA

LC3 Mm00458724_m]1
P62/SQSTM1 MmO00448091_m1
E2F1 Mm00432939_m]1
ATGS Mm00504340_m]1
Beclin MmO00517174_m1

GAPDH 4352932E

B-actina 4352933E
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4.3 WESTERN BLOT

4.3.1 EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE PROTEINA

El tejido pulverizado proveniente de musculo y médula espinal se homogenizd
en una solucion de lisis RIPA con antiproteasas (Complete Protease Inhibitor
Cocktail Tablets, Roche) en frio. El homogenado se centrifugd a 10000g durante
10 minutos a 4°C, y se recuperd el sobrenadante.

Para cuantificar la proteina presente en las muestras, se utilizd el método del
dcido bicinconinico o BCA. El sobrenadante de las muestras se sometié a una
reaccion colorimétrica y la absorbancia se midid a 562 nm en un

espectrofotémetro (Infinite F200, Tecan Ibérica Instrumentacion).

4.3.2 ELECTROFORESIS E INMUNODETECCION

En un primer lugar se procedié a la electroforesis de las proteinas en un gel SDS-
PAGE (tabla 4.3). Para ello, se desnaturalizaron las proteinas junto el buffer
Laemmli durante 5 minutos a 98°C; tras lo cual, un total de 40 ug de proteina se

resolvieron en un gel de acrilamida al 5-15% (tabla 4.4).

TABLA 3 Composicidon de las soluciones usadas en el Western blot.

SOLUCIONES | COMPOSICION

Buffer RIPA | 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCla pH 7.5, 1%
deoxicolato, 0.1% SDS y 1% tritén X-100
Buffer Laemmli 2x | 100 mM Tris-HCI ph 6.8, 4% SDS, 20% glicerol, 5%
"I-mercaptoetanol, 2.5% azul bromofenol al 0.5%
etanol al 10%
Buffer gel inferior 4x | 1.5 M Tris-HCI pH 8.8

Buffer gel superior 4x | 1.5 M Tris-HCI pH 6.8
Buffer electroforesis | 50 mM Tris-HCI, 192 mM glicina, 0.2% SDS

Buffer fransferencia | 50 mM Tris-HCI, 192 mM glicina, 20% metanol
TBS 10x | 200 mM Tris-HCI pH 8, 1.5 M NaCl
TTBS | 20 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM NaCl, 0.1% Tween 20
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A continuacién, se transfirieron las proteinas del gel a una membrana de PVDF
(Amersham Hybond™-P, GE). Para comprobar que la fransferencia fue correcta,
se tind la membrana con solucién Ponceau (Sigma).

Para la inmunodeteccion de las proteinas, se bloquearon los sitios inespecificos
de la membrana con leche desnatada al 5% en TTBS en agitacion a 4°C toda la
noche. Al dia siguiente, la membrana se incubd durante una hora a
temperatura ambiente y en agitacion con el anticuerpo primario en un 0.1% de
BSA en TTBS (tabla 4.5). Se lavd seguidamente 3 veces durante 10 minutos con
TTBS y se incubd con el anticuerpo secundario conjugado con HRP durante una
hora a temperatura ambiente en agitacion. Finalmente, se lavd la membrana
de nuevo 3 veces durante 10 minutos con TIBS. La inmunodeteccion se llevo a
cabo aplicando un sustrato quimioluminiscente ECL (ECLplus, GE). Se expusieron
las membranas en las peliculas radiograficas, y se realizd el andlisis
densitométrico de las bandas con el programa AlphaEase FC (Bonsai).

La normalizacion de los datos se realizd diviendo las intensidades dpticas de

cada proteina a estudio entre las de la proteina normalizadora GAPDH.

TABLA 4 Composicion de los geles de acrilamida.

GEL GEL
SEPARACION CONCENTRACION
15% 5%
Buffer 4x (ml) 2.5 1.25
Acrilamida (ml) 3.75 0.625
H.Od (ml) 3.65 2.9
SDS (l) 100 50
TEMED (pl) 15 10
APS (ul) 50 25

TABLA 5 Anticuerpos primarios y secundarios.

PM
ANTICUERPO (KDA) DILUCION CASA COMERCIAL

LC3 18-16 1:1000 PDO14, MBL

P62/SQSTM1 62 1:1000 BML-PW9860, Enzo Life Sciences
o Bax 23 1:1000 sc-526, Santa Cruz Biotechnology
~  Bcl2 26 1:1000 sc-492, Santa Cruz Biotechnology

Caspase-3 32-17 1:500 9662, Cell Signalling Technology

GAPDH 37 1:1000 sc-25778, Santa Cruz Biotechnology
o Goat anti-rabbit - 1:3000 sc-2004, Santa Cruz Biotechnology
' Mouse anti-rabbit - 1:3000 sc-2005, Santa Cruz Biotechnology
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4.4 DETECCION DE APOPTOSIS: TUNEL

Ademds de la deteccidn de proteinas relacionadas con la apoptosis, se realizd
la determinacion de la apoptosis a través del ensayo denominado TUNEL
(Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling). El TUNEL consiste
en la incorporacién por parte de la enzima TdT (Terminal deoxynucleotidyl
transferase) de nucledtidos modificados o marcados (dUTP) a la zonas
terminales —OH de los &cidos nucleicos formados fras la fragmentacion del DNA
por la apoptosis.

Para este estudio, se usd el kit comercial In situ Cell Death Detection kit (Roche)
que permite detectar y cuantificar la muerte celular sobre nuestras
preparaciones de musculo y médula espinal de los animales. Para detectar los
nucleos apoptdticos por medio de un microscopio de fluorescencia, se
incorpora la fluoresceina como sistema de marcaje de los fragmentos de DNA.
Como control positivo de la técnica se usaron muestras de tejido tratadas con
DNasa | recombinante.

Al final del ensayo, las secciones se montaron con medio de montaje
Vectashield con DAPI (Vector) que es un marcador fluorescente que se une
fuertemente a regiones enriquecidas en adenina y timina en secuencias de ADN
y por tanto, es un marcador celular. El porcentaje de células apoptdticas se
determina por el nUmero de células positivas en relacién al nUmero total de

células usando un microscopio de fluorescencia (Olympus IX81).

4.5 ENSAYO IN VITRO DE LA CLOROQUINA

Para evaluar el estado del proceso de autofagia en el musculo y la médula

espinal de los animales se trataron las muestras con cloroquina. La cloroquina es
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un farmaco del grupo de las 4-aminoquinolinas usado en el tratamiento y/o
prevencion de la malaria que, en el caso de la autofagia, impide la
acidificaciéon de los lisosomas, y por tanto, su eliminacion. Como consecuencia
de este bloqueo en el proceso autofdgico, se produce una acumulacion de la
proteina LC3-ll (presente en los autofagosomas) al interrumpirse la degradacion
de la misma.

Los musculos cuddriceps y la médula espinal de los ratones de 90 y 120 dias de
edad fueron disecados y froceados en pequenas porciones. Tras lavar los tejidos
con PBS, los explantos se incubaron en DMEN con 10% (v/v) de suero fetal
bovino y cloroquina 100 uM  (Sigma) durante 6 horas a 37°C y un 5% de COa.
Finalmente, se lavaron los tejidos y se extrajo la proteina para poder evaluar con
la técnica de WB los niveles de la expresion proteica de LC3-Il en cada una de

las muestras.

4.6 ACTIVIDAD PROTEASOMA

4.6.1 EXTRACCION Y CUANTIFICACION PROTEINA

El proteasoma como sistema proteolitico puede realizar 3 tipos de actividades
cataliticas distintas, como son la actividad de la quimotripsing, la de la tripsina y
la de la caspasa. Para evaluar la actividad enzimdatica del sistema proteasomal
se ha usado un kit comercial capaz de detectar dicha actividad.

Al tfratarse de un ensayo que evalUa la actividad enzimdtica del proteasoma, la
medida de dicha actividad requiere el uso de muestras proteicas frescas que no
hayan sido sometidas a ciclos de congelacién/descongelacion (Strucksberg et
al. 2010).

Para ello, tras su disecacion, dichas muestras de cuddriceps y médula espinal de
los ratones se homogenizaron en buffer frio (20 mM TrisHCI pH 7.5y 2 mM EDTA) el
mismo dia que se realizd la determinacién de la actividad. Las muestras se

centrifugaron a 15000g durante 10 minutos a 4°C y se recuperd el sobrenadante.
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La determinacién de la concentracion proteica se realizd por el método BCA y

una cantidad total de 10 pg de proteina se usdé para el ensayo.

4.6.2 MEDIDA ACTIVIDAD PROTEASOMA 26S

Para medir la actividad del proteasoma 26S se usd el kit comercial CHEMICON®
Proteasome Activity Assay Kit (Millipore). Los extractos proteicos se incubaron
durante 2 horas a 37°C con el sustrato marcado LLVY-7-amino-4-methylcoumarin
y la actividad enzimdtica se determiné por deteccion del fluordforo libre 7-
amino-4-methylcumarin (AMC). La fluorescencia emitida por AMC se midi6
usando un lector de placas (Infinito F200 PRO, TECAN) con un rango de

excitacion de 360 nm y de emision de 460 nm.

4.7 PRUEBAS DE COMPORTAMIENTO EN EL MODELO ANIMAL

La evaluacion del comportamiento motor de los animales se llevdé a cabo por
medio de una serie de pruebas como son el test del rotarod, el de la rejilla y el
treadmill. Ademdads, se realizd un confrol sobre la evolucidon del peso y la
supervivencia de los ratones a medida que se desarrolla la enfermedad.

El registro de estas pruebas se hizo semanalmente, siempre por las mananas.
Para evitar comportamientos anémalos en los animales que pudieran alterar los
resultados de las pruebas, se comenzd siempre con los machos y tras evaluar

cada animal, los aparatos se limpiaron en profundidad.

4.7.1 PESO

Previo a la realizacidn de las pruebas de comportamiento, los ratones se

pesaron en una balanza electréonica (VIPER SW 3, Mettler Toledo).
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4.7.2 TEST DEL ROTAROD

El rotarod es un test que nos permite evaluar la coordinacion, el equilibrio vy la
fuerza motora. El aparato consiste en un cilindro que gira de modo continuo a
una velocidad constante de 14 rpm vy presenta 5 compartimentos
independientes para evitar el contacto entre los ratones (RotaRod/RS, LE8200,
LSI-LETICA Scientific Instruments).

Para el correcto desarrollo de la prueba, fue necesario entrenar los ratones una
semana antes de comenzar con el ensayo, y se descartaron aquellos animales
que a pesar de no tener ninguna dificultfad motora, no fueron capaces de
superarla (falta de atencién, nerviosismo...).

Cada ratén tuvo tres oportunidades y se registrd el tiempo mdaximo que los

ratones permanecieron sin caer, tomando como tiempo limite 180 segundos.

4.7.3 TEST DE LA REJILLA

A través de este test se evalla la fuerza muscular y el punto en el cual se
produce el comienzo de los sinftomas de la enfermedad. Cada animal es
colocado sobre una rejilla, que se gira 180° y deja al animal suspendido de ella.

Al igual que se hace en la prueba del rotarod, los ratones dispusieron de 3
intentos y un tiempo mdaximo de 180 segundos. Se registré el tiempo mdximo que

aguantaron los ratones en suspension sin caer.

4.7.4 TREADMILL

Para la realizacion de esta prueba, los animales fueron sometidos a ejercicio
involuntario en una cinta de correr para pequenos roedores (1055SDRM
Columbus Instruments). La actividad motora se registrdé 3 dias a la semana a
partir de los 45 dias de edad. Para animar a los ratones a correr y evitar que se
queden parados en la parte final de la cinta, el sistema estd equipado con una
rejilla electrificada en la parte inferior que produce una leve descarga 0,3 mA
que no dana o hiere a los animales. Se analizaron fres velocidades (11, 22 y 44
cm/s) durante 10 minutos con una inclinacién de la cinta de 5 °. Los resultados
de la prueba se miden en relacién con el tiempo que cada ratdén permanece

en la zona electrificada. De esta forma, a medida que avanza la enfermedad
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de un animal, aumenta el tiempo que pasa en la rejilla electrificada y disminuye

el fiempo que pasa corriendo sobre la cinta fransportadora.

4.7.5 SUPERVIVIENCIA

Debido a la severidad del modelo murino empleado para este trabagjo, fue
necesario establecer un punto final en la vida de estos animales para proceder
a su sacrificio. El punto final tiene lugar cuando el animal permanece mds de 30
segundos colocado en posicion decubito y no es capaz de girarse por si mismo
(Azzouz et al. 2004), procediéndose al sacrificio del mismo en una cdmara de
COa.

4.8 HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS Y ESTADISTICA

4.8.1 HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS

A la hora de elaborar el presente trabajo se necesitaron programas informdaticos
tanto para el andlisis como para el procesamiento de los resultados obtenidos
en los distintos ensayos realizados.
A continuacién se enumeran los distintos programas:
* Andlisis de secuencias y productos amplificados por la RT-PCR:
StepOneTM software v2.0. (Applied Biosystems).
* Andlisis densitométrico de las bandas del Western Blot: AlphaEase®FC

(Alpha Innotech).

4.8.2 HERRAMIENTAS ESTADISTICAS

Para el andlisis estadistico de los resultados obtenidos se empled el programa
SPSS 19.0. (IBM).
Como paso previo, se hizo un estudio de la normalidad por el test de Shapiro-

Wilk. Tras comprobar la normalidad de los datos, se llevd a cabo el andlisis de los
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mismos con la prueba t de Student, considerando el umbral de significacion
estadistica p<0,05. Todos los valores se expresaron como medias y las barras de

error representan el error estdndar de la media (SEM).
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La presentacion de los resultados obtenidos en este trabajo y la discusion de los
mismos se realizard en forma de manuscritos, es decir, articulos publicados,

enviados o en preparacion.

En primer lugar, se determind la importancia y la necesidad de la utilizacion de
grupos experimentales balanceados respecto al sexo en nuestro modelo murino
de ELA a la hora de disenar los procedimientos experimentales. Para ello se
analizd la expresidon, tanto a nivel génico como proteico, de los principales
marcados autofdgicos (LC3 y pé2) en el muUsculo esquelético y la médula
espinal de ratones wild type machos y hembras. Los resultados indican que entre
machos y hembras existen diferencias en la expresion de ambos marcadores en
ambos tejidos en las edades objeto de estudio, o que indica que es necesari la
utilizacion de los dos sexos a la hora de normalizar los datos experimentales
(Manuscrito 1).

Una vez comprobada la existencia de diferencias en los patrones de expresion
de ambos marcadores entre los dos sexos, en un primer lugar se procedid al
estudio de los procesos de degradacién proteica (autofagia y proteasoma) vy
de muerte celular programada en el muUsculo esquelético a lo largo de la
enfermedad. Los resultados muestran que en los ratones SOD1G93 la activacion
de los procesos de degradacion proteica no se produjo hasta los estadios
sinftomdaticos tempranos de la enfermedad, ya que no se observa ninguna
activaciéon a los 40 dias de edad de los animales modelo. Asi, en el estadio
sinftomdatico temprano que se corresponde a la edad de 60 dias, la actividad
enzimdatica del proteasoma aumentd de modo significativo, mienfras que en
resto de los estadios de la enfermedad, dicha actividad estuvo disminuida. En
cuanto a la activacion de la autofagia, ésta no se produjo hasta el estadio
terminal de la enfermedad (120 dias). Estos resultados indican que se produce
un efecto compensatorio entre ambos procesos a lo largo de la enfermedad.
En relacién a la evaluacion del proceso de muerte celular, los datos obtenidos
indicaron que en este tejido no se activa la apoptosis en ninguna de las edades
objeto de estudio (Manuscrito 2).

Tras la caracterizacidon del proceso autofdgico, y conocido el hecho de que
tanto los pacientes como los ratones modelo presentan una alteracién del

metabolismo de los lipidos a nivel muscular que puede ir asociado a una
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activacion de la autofagia, se analizé el efecto de una dieta enriquecida con
dcidos grasos en nuestros ratones modelo.

Sin embargo, antes de evaluar el efecto de dicha dieta sobre el
comportamiento motor de los ratones modelo, se han comparado varias
pruebas de comportamiento como son el test del rotarod, de la rejilla y el
tfreadmill para seleccionar aquellas que presentan una mayor sensibilidad. Los
resulfados obtenidos muestran que tantfo la prueba del rotarod como la de la
rejilla permiten detectar alteraciones tempranas en la motilidad de los ratones
modelo, asi como readlizar una caracterizarcién de su comportamiento
(Manuscrito 3).

Tras este trabajo, se ha estudiado el posible efecto terapeuUtico de la
administraciéon de una dieta enriquecida con lipidos, y mds concretamente con
aceite de oliva extra virgen y de palma, en los ratones modelo. Los resultados
obtenidos tras la ingesta de una dieta enriquecida con aceite de oliva virgen
extra, rico en dcidos grasos insaturados, muestran una mejora en el
comportamiento motor y un aumento de la supervivencia de 15 dias, ademads
de un beneficio en el estado histoldgico del musculo como demuestra el
aumento del tamano de las fibras. Ademds, el aceite de oliva mejora los
indicadores moelculares de autofagia analizados en el mUsculo de los ratones
SODIG?93A en los estadios terminales de le enfermedad, asi como los
pardmetros de estrés asociado al reticulo endoplasmdatico y al dano muscular.
Sin embargo, en las mismas condiciones experimentales, la ingesta de una dieta
enriquecida con aceite de palma (rico en acidos grasos saturados) no muestra
un efecto beneficioso en ninguno de los pardmetros anteriormente evaluados.
Por tanto, la naturaleza y/o composicidon del lipido administrado parece ser
determinante para un posible efecto beneficioso sobre la enfermedad
(Manuscrito 4).

Por Ultimo, debido a la escasez de estudios sobre los procesos de degradacion
proteica en la médula espinal de los animales modelo, se llevo a a cabo la
evaluacion de dichos procesos. El andlisis de los datos obtenidos indica que
ambos procesos aparecen alterados a lo largo de la enfermedad en la médula
espinal de los animales modelo. Asi, la autofagia no presenta un papel tan
relevante como en el musculo y la activacion del proteasoma se produce soélo

en los estadios terminales de la enfermedad (Manuscrito 5).
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A continuacién se enumeran los manuscritos a los que se ha hecho mencidon

anteriormente:

Manuscrito 1.

Manuscrito 2.

Manuscrito 3.

Manuscrito 4.

Manuscrito 5.

Olivan S, Calvo AC, Manzano R, Zaragoza P, Osta R. Sex
differences in constitutive autophagy. Biomed Research
International. 2014;2014:652817.

QOlivan S, Calvo AC, Gasco S, Munoz MJ, Zaragoza P, Osta R.
Time-point dependent activation of autophagy and the UPS in
the skeletal muscle from SOD1G93A mice.

Olivan §, Calvo AC, Rando A, Munoz MJ, Zaragoza P, Osta R.
Comparative study of behavioural tests in the SOD1G93A mouse
model of amyotrophic lateral sclerosis.

Qlivan S, Martinez-Beamonte R, Calvo AC, Surra JC, Manzano R,
Arnal C, Osta R, Osada J. Extra virgin olive oil intake delays the
development of Amyotrophic Lateral Sclerosis associated with
reduced reticulum stress and autophagy in muscle of SOD1G93A
mice. Journal of Nutritional Biochemistry (in press).

QOlivan S, Calvo AC, Herrera M, Zaragoza P, Osta R. The interplay
between defective autophagy and UPS actuvation in SOD1G93A

mice spinal cord. En preparacion.
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Sex bias has been described nowadays in biomedical research on animal models, although sexual dimorphism has been confirmed
widely under pathological and physiological conditions. The main objective of our work was to study the sex differences in
constitutive autophagy in spinal cord and skeletal muscle tissue from wild type mice. To examine the influence of sex on autophagy,
mRNA and proteins were extracted from male and female mice tissues. The expressions of microtubule-associated protein 1 light
chain 3 (LC3) and sequestosome 1 (p62), markers to monitor autophagy, were analyzed at 40, 60, 90, and 120 days of age. We found
significant sex differences in the expression of LC3 and p62 in both tissues at these ages. The results indicated that sex and tissue
specific differences exist in constitutive autophagy. These data underlined the need to include both sexes in the experimental groups

to minimize any sex bias.

1. Introduction

In biomedical research, single-sex studies (generally males)
still predominate. Moreover, a high number of studies either
fail to specify the sex used or the two sexes are not analyzed
separately. In neuroscience or pharmacology, for example, a
higher number of studies are conducted in males (5.5:1 or
5:1) albeit gender differences have been previously described
[1]. However, an increasing number of investigations about
the influence of gender in human disorders (cancer, neu-
rodegenerative, or cardiovascular diseases) or fundamental
biological pathways, such as autophagy, are currently being
carried out.

Autophagy is a dynamic system for degrading misfolded
and/or damaged proteins and, therefore, for maintaining the
cellular homeostasis [2]. During this process, small portions
of cytoplasm are sequestered by a double membrane bound
vesicles called autophagosomes and consequently degraded
when they fuse with lysosomes to form an autolysosome.
Cellular autophagic activity is usually low under normal
physiological conditions (constitutive autophagy) but can
be markedly upregulated by numerous stimuli (starvation,
hypoxia, or infections) or suppressed as documented in
the case of neurodegenerative disorders and cancer [3].

Specifically in neural cells, the role of constitutive autophagy
has been studied and the results indicate that it is essential to
prevent certain neurodegenerative diseases [4, 5].
Sex-dependent differences in the activation of the
autophagic cytoprotection pathway have long been reported
in vitro. During starvation, cultured male neurons readily
undergo autophagy and die, whereas neurons from females
mobilize fatty acids, accumulate triglycerides, form lipid
droplets, and survive longer [6, 7]. However, only in few
cases, the possible gender-associated differences in autophagy
have been investigated in vivo and are still less in normal
physiological conditions [7-9]. Recent studies have also
shown not only a sexual dimorphism in autophagy but also
tissue specificity in constitutive autophagy in adult rats [9].
The aim of this study was to investigate the sex differ-
ences in autophagy under normal physiological conditions
in spinal cord and muscle tissue from wild type mice. RNA
and protein level expression of the microtubule-associated
protein 1 light chain 3 (LC3) and p62/sequestosome 1 (p62)
were assessed, as these are the most commonly used markers
to monitor autophagy. LC3 is associated with completed
autophagosome, while p62 becomes incorporated into the
completed autophagosome through its direct binding to LC3
and is subsequently degraded in the autolysosomes [9, 10].
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Froure 1: LC3 and p62 mRNA expression in the spinal cord and the skeletal muscle. (a) The transcript levels in the spinal cord of males (black
bars) and females (grey bars) from mice at P60, P90, and P120 are shown. Relative expression values are females compared with males (set
at 1) at each age. (b) The transcript levels in skeletal muscles of male (black bars) and female (grey bars) mice at P40, P60, P90, and P120 are
shown as in (a). Each data point represents the mean + SEM of twelve mice. Asterisks denote a student ¢-test p value <0.05 (*), <0.01 (**),

and <0.001 (***).

2. Material and Methods

2.1. Mice. From each sex, twelve wild type mice (B6SJL) at
postnatal (P) days 40, 60, 90, and 120 were used in the study.
These selected ages corresponded to the progression of the
sexual maturation of the animals and therefore this study
could be carried out to follow accurately this progression. The
Ethic Committee for Animal Experiments of the University
of Zaragoza approved all experimental procedures. Animal
care and experimentation were performed accordingly with
the Spanish Policy for Animal Protection RD53/2013, which
meets the European Union Directive 2010/63/UE on the pro-
tection of animals used for experimental and other scientific
purposes. Food and water were available ad libitum. The mice
were sacrificed by CO, anaesthesia. Spinal cord and skeletal
muscle were dissected, snap-frozen, and preserved at -80°C.

2.2. Real-Time-PCR. For RNA extraction, spinal cord and
skeletal muscle tissue were pulverized in liquid nitrogen
with a cell crusher using Trizol Reagent (Invitrogen). RNA
was treated with Turbo DNA-free kit (Ambion) to elimi-
nate genomic DNA. Reverse transcription was carried out
according to the SuperScript First-Strand Synthesis Sys-
tem kit (Invitrogen). Gene expression was assayed by real-
time PCR. Primer and probe mixture for LC-3 (Mapllc3a,
Mm00458724.m1) and p62 (Sqstml, Mm00448091_m1) were
supplied by Applied Biosystems. Two endogenous genes
(GAPDH: 4352932E and p-actin: 4352933E, Applied Biosys-
tems) were used for normalization of the data [11]. Target
gene expression was normalized using the geometric mean
of these two housekeeping genes and relative gene expres-
sion was determined using the 2728CT method [12, 13]. All

reactions were performed in triplicate and the primer/probe
efficiencies of sets were close to 100%.

2.3. Western Blot. Powdered tissue was homogenized in
RIPA lyses buffer with protease inhibitors (Complete, Roche);
the homogenate was centrifuged at 10000 xg for 10 min at
4°C and the resulting supernatants were collected. Protein
concentration was determined by BCA method (Sigma-
Aldrich). Forty micrograms of total protein was subjected
to SDS/PAGE and transferred to PVDF membranes (Amer-
sham Biosciences). Membranes were incubated in blocking
solution overnight at 4°C and then incubated one hour with
primary antibodies against LC-3 (1:1000, MBL), p62/SQSTM1
(1:1000, Enzo Life Sciences), and GAPDH (1:1000, Santa
Cruz). After incubation with HRP-conjugated secondary
antibodies (Santa Cruz), bands were visualized by enhanced
chemiluminescent reagent (GE Healthcare Life Science).
Immunoblots were exposed and scanned and densitometry
was measured with AlphaEaseFC software (Bonsai).

2.4 Statistical Analysis. Different groups were compared
using Student’s ¢-test. This statistical analysis was carried out
in SPSS version 19.0 software (IBM). The data are presented
as means, and error bars represent the standard error of the
mean (SEM). Significance was setata pvalue of less than 0.05.

3. Results

3.1 RT-PCR in Muscle and Spinal Cord Tissue. At the
transcriptional level in spinal cord tissue (Figure 1(a)), LC3
expression levels were generally lower in females than in
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FIGURE 2: LC3-1I and p62 protein expression in the spinal cord.
Western blot for LC3-1I and p62 proteins in spinal cord tissue from
male (black bars) and female (grey bars) mice and its quantitative
analysis relative to GAPDH. The representative blots for each age,
sex, and protein are shown at the bottom. Data show mean + SEM
of twelve mice. p value <0.05 (*) and <0.001 (***).

males, and statistical differences were found at P60, P90, and
P120 (*p < 0.05). p62 mRNA expression levels in females
were lower than in males at all studied ages ("p < 0.05).
Notably, the expression of both genes maintained constant
proportional levels between the sexes at all different ages.
In skeletal muscle tissue (Figure 1(b)), the mRNA expression
pattern was similar to the one observed in spinal cord. In the
case of LC-3 transcripts, females showed less LC-3 expression
levels than males. The differences between the sexes were
significant at each studied age, although the most significant
difference was detected at P90 (***p < 0.001) and P60
(**p < 0.01). Also, the p62 gene expression was significantly
decreased in females at all ages, and the most significant
difference between sexes was at P40 (*** p < 0.001) and P90
(**p <0.01).

3.2. Western Blot in Spinal Cord Tissue. The immunoblot
analysis of spinal cord extracts revealed that LC3-II and
p62 protein levels in females increased until P60 and later
decreased gradually until P120 (Figure 2). In males, the LC3-
IT highest expression levels were reached at P60 and the
most significant differences between males and females were

detected at this age (***p < 0.001). At P40 and P90,
LC3-II expression levels were significantly lower in females
(*p < 0.05). Moreover, at P60, LC3-1I, and p62 protein
levels in females reached the maximum levels and significant
differences between males and females were detected (*** p <
0.001 and *p < 0.05, resp.). The males showed the highest
expression levels of p62 at P90 and, in case of p62 protein, the
males even doubled the expression levels of females (*** p <
0.001).

3.3. Western Blot in Skeletal Muscle Tissue. Interestingly, LC3
western blot analysis of skeletal muscle tissue revealed two
bands corresponding to LC3-I and the activated form, LC3-
II (18 and 16 kDa, resp.) (Figure 3). The expression of LC3-II
in males increased until P90, although it was similar along
the studied ages. In females, the highest LC3-II expression
was at P40 and significant differences between males and
females were detected at P40 and P60 (***p < 0.001 and
*p < 0.05, resp.). LC3-1 was not detectable in all the replicate
samples and its expression was quite variable. At P60 and
P120, females showed lower LC3-1 levels than males (*p <
0.05 and ***p < 0.001, resp.). The expression of p62 was
not affected by sex at P40, P60, and P120. However, at P90,
females showed higher expression levels than males (*p <
0.05).

4, Discussion

Experimental studies have demonstrated sex-dependent
physiological, morphological, and hormonal differences, and
therefore the capability of biological response can be different
in both sexes [14]. A number of studies have confirmed sexual
dimorphism under pathological and various physiological
conditions, underlining the need to include both sexes in
the experimental groups. The inclusion of female sex in
basic research and clinical trials, such as drug trials, has
been essential to reveal potentially different responses and
minimize the possibility of adverse sex-dependent effects
[15].

This issue was particularly relevant in the case of diseases,
in which gender had already been shown to modify the
associated pathology, the age of onset, disease progression,
or the efficiency of the treatment [16]. Many diseases have
been associated with alterations in autophagy and con-
sequently some gender-associated differences have already
been demonstrated [16]. For instance, in neurodegenera-
tive disorders, estrogen was neuroprotective and enhanced
neurotrophic/synaptic plasticity [17]. In vascular biology,
compelling data indicated that sex differences were not only
determined by sex steroid levels but may also be modified by
innate cellular differences between males and females [18].

Regarding autophagy, only few studies allow for the pos-
sible influence of sex-dependence in this molecular process.
One of the studies proposed the autophagy as a survival
mechanism in males, whereas in female’s autophagy resulted
in detachment-derived cell death [11]. In accordance with
these studies, it has been reported recently that sex differences
in constitutive autophagy was found in rats and, moreover,
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this sexual dimorphism was organ specific [9]. Further-
more, in vitro studies also showed a sexual dimorphism in
autophagic processes in cancer [12,13] and in neurons under
starvation [4].

Taking into consideration these reported findings, in the
present study, differences in constitutive autophagy between
males and females of wild type mice are shown. Since the
selected ages of the animals in this study have been accurately
studied to follow their maturation progress in physiological
conditions, in which no influence of disease takes place,
the different features displayed by both sexes in this study
could be mainly due to hormonal regulators, as previously

BioMed Research International

suggested by Maselli et al. [19]. Significant differences of LC-
3 and p62 transcriptional expression levels in spinal cord
and skeletal muscle tissues during sexual maturation of the
animals have been observed. Furthermore, these differences
appeared also at protein levels, in particular at P60 and P90 in
spinal cord, in which sexual maturation was completed and
at the early stages of maturation process in skeletal muscle.
Moreover a different pattern of expression in spinal cord and
muscle and, only in the case of muscle tissue, LC3-I protein
levels (inactive form of LC3) were detected. Accordingly with
previous studies [9], this result suggested a tissue-dependent
modulation mechanism of autophagy under physiological
conditions.

5. Conclusions

We conclude that sex and tissue specific differences exist
in physiological autophagy from juvenile to young mice.
Therefore, a better knowledge of the wild type mice profile
pattern is needed to guarantee a correct interpretation of the
results. These results have special importance as they suggest
that the sex must be taken into account in the experimental
design in order to minimize potential adverse consequences
of sex bias.
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ABSTRACT

Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is a fatal neurodegenerative disease
characterized by a selective loss of motor neurons together with a progressive
muscle weakness. Albeit the pathophysiological mechanisms of the disease
remain unknown, growing evidence suggests that skeletal muscle can be a
target of ALS toxicity. In particular, the two main infracellular degradation
mechanisms, autophagy and the ubiquitin-proteasome degradative system
(UPS) have been poorly studied in this fissue. In this study we investigated the
time-point dependent activation of autophagy and the UPS in the skeletal
muscle from transgenic SOD1G93A mice, a mouse model for the disease, along
disease progression. Our results showed a significant upregulation of proteasome
activity at early symptomatic stage, while the autophagy activation was found
at terminal stages, since chloroquine treatment revealed the upregulated levels
of LC3-ll and pé2 found at late stages were indicative of an autophagy
activation. The mRNA upregulated levels of LC3, pé2, Beclinl, Atgs and E2fI]
were only observed at sympfomatic and terminal stages, which reinforced the
time-point activation of autophagy. Furthermore, no apoptosis activation was
observed along disease progression. The combined data provided clear
evidence for the first time that proteasome impairment triggered autophagy at
late stages of the disease in the skeletal muscle from transgenic SOD1G93A mice.
These findings could represent a new approach for potential therapeutic

freatments.

Keywords: ALS, autophagy, LC3, skeletal muscle, transgenic SOD1G93A mice,
UPS

Abbreviations: ALS, Amyotrophic Lateral Sclerosis; CQ, chloroguine; ER,
endoplasmic reticulum; fALS, familial ALS; LC3, microtubule-associated protein 1
light chain; P, postnatal day; PBS, phosphate-buffered saline; SEM, standard error
of the mean; UPR, unfolded protein response; UPS, ubiquitin-proteasome

degradative system.
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INTRODUCTION

Autophagy and the ubiquitin-proteasome degradative system (UPS) are
considered two main critical mechanisms that contribute to basal elimination of
misfolded proteins and hence, they maintain the balancing protein homeostasis
inside cells. Albeit autophagy was initially described as a central mechanism for
cell survival under starvation conditions, a growing number of studies indicate
that autophagy can play a relevant role in eliminating protein aggregates,
especially in neurodegenerative diseases, mainly because its activation can
efficiently degrade misfolded mutant protfeins.! For this reason, autophagy
markers are becoming the new targets for potential therapeutic strategies in
neurodegenerative diseases, such as Amyofrophic Lateral Sclerosis (ALS).

ALS is one of the most known neurodegenerative diseases characterized by a
selective loss of motor neurons together with a progressive muscle weakness. The
first studies that connected an impairment in autophagy to the progression of
ALS showed a significant upregulation of the activated microtubule-associated
protein 1 light chain (LC3) protein levels at the end symptomatic stage in the
spinal cord from SOD1G93A mice, one of the best characterized animal models
of the disease.2® At this step, macroautophagy, an intracellular process that
leads to the elimination of cytoplasmic components inside lysosomes, was
proposed as the main process that degraded mutant SOD1 in vitro and in vivo in
the spinal cord from SOD1G93A mice.* Remarkably, a wide range of studies have
characterized fill now the possible cause of autophagy impairment in different
experimental models for ALS.513 In addition, mutant SOD1 aggregates not only
induce impairment in proteasome activity but also alterafions in SODI
intfracellular distribution.' In particular, there is clear evidence that endoplasmic
reficulum (ER) stress correlates directly to motor neuron loss and ALS progression
and interestingly, the adaptative responses to ER stress through protein folding
pathways, such as unfolded protein response (UPR) are also closely related to
macroautophagy in mutant SOD1 transgenic mice.”8 The UPR is the main
protective mechanism during ER stress and it promotes either protein folding or
degradation of misfolded proteins. Precisely, the UPS is an important mechanism
for the degradation of misfolded proteins exporting from ER and its failure can

lead to significant ER stress.”.1517
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In this complex scenario and taking into consideration that the main cause of
ALS disease remains unknown, the need for studying autophagy not as a single
process but just in connection with other related processes such as the UPS,
becomes relevant to a better understanding of the molecular basis of ALS. It is
worth noting that both macroautophagy and proteasome were proposed as
essential mechanisms for the reduction of mutant SOD1-mediated neurotoxicity
in familial ALS (fALS), the genefic form of the disease.>'® However, little
information has been reported regarding autophagy and proteasome activity in
one of the most affected fissues of the disease, the skeletal muscle, which is a
more aqccessible tissue than spinal cord or brain in potfential therapeutic
strategies. Actually, muscle weakness has been described as one of the major
causes of disability in ALS and for this reason the better understanding of the way
ALS can affect skeletal muscle function becomes essential.

As a matter of fact, previous studies have characterized the skeletal muscle as a
primary target of mutant SODI1 toxicity and the need for modulation of
autophagy as a potential therapeutic intervention to counteract muscle atrophy
has been also proposed.”'920 Recent data reported that mutant SODI
clearance was higher in muscles than in motorneurons. Taking into consideration
that proteasome impairment has been shown to trigger autophagy, in this study,
we investigated the role of autophagy in skeletal muscle tissue from SOD1G93A
mice along disease progression and in connection with the UPS. Our results
revealed a novel finding about the fime-point dependent activation of
autophagy and the UPS in this fissue, paving the way to potential therapeutic

strategies for the disease.

RESULTS

Activation of autophagy at the late stages of the disease. To characterize the
autophagy machinery in transgenic SOD1G93A mice along disease progression,
the mRNA levels of the Lc3, pé2, Beclinl, Atg5 and E2f] genes were first
qguantified by real-fime PCR in the skeletal muscle tissue of wild type and
fransgenic SOD1G93A mice at postnatal days (P) P40, P60, P90 and P120. At

symptomatic and terminal stages of the disease (P90 and P120) all the analyzed
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franscripts were significantly upregulated. At early symptomatic stage (P60),
MRNA levels of Beclinl and Afg5 were significantly downregulated in transgenic
SOD1G93A mice, while upregulated levels were found in the case of E2f] (Figure
1).

Moreover, we analyzed the protein expression of two widely used autophagy
markers, LC3-Il and pé2 along disease progression. We found that the expression
levels of both proteins remained almost unchanged until P90. A statistically
significant downregulation of pé2 levels were observed at P40, while a significant
impairment was found in LC3-l levels at the first stages of the disease. However,
at the terminal stage of the disease (P120), a significant upregulation was found
in LC3-l, LC3-ll and pé2 (Figure 2a). This upregulation of LC3-Il and pé2 levels at
P120 could point out to an activation of autophagy process or just its blockage.
Therefore, in order to shed light on this question, we next assessed the
autophagic flux at P120. At this point, skeletal muscle samples from transgenic
SOD1G93A mice were freated with chloroquine, an agent that impairs lysosomal
acidification. The results showed an accumulation of LC3-Il in all the tested
samples, so this would indicate that the upregulated levels of LC3-Il and pé2

were a consequence of an enhancement of the autophagic flux (Figure 2b).2!

Activation of proteasomal activity at early symptomatic stages. Proteasome
activation is the primary pathway by which proteins are cleared from cells.??
Given the late activation of autophagy in fransgenic SOD1G93A mice, we further
investigated whether autophagy impairment influenced proteasomal activation
at early stages. For these purpose, we measured the activity of the 20S
proteolytic component of the 24S proteasome. In tfransgenic SOD1G93A mice,
the proteasomal activity was significantly reduced at P40, P90 and P120, while at
P60 the proteasome was significantly activated (Figure 3). These results
suggested an impairment in proteasome function in the skeletal muscle of
transgenic SOD1G93A mice in the main stages of the disease and the activation
peak at P60 could imply a time-dependent way of action in the proteasomal

degradation.

Absence of apoptosis activation in muscle tissue. To further study in depth the

role of the time-dependent activation of autophagy and proteasome in the
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disease, we determined the role of apoptosis in the progression of the disease.
Western blot analysis for the total and the cleaved form of caspase-3, Bax and
Bcl2 profile expression pattern was performed. The caspase-3 has been
described as the final effector of the apoptotic cell death mechanism, while Bax
and Bcl2 have been defined as pro and anfi-apoptotic proteins respectively.
Interestingly, no significant differences were detected between caspase-3 levels
from wild type and SOD1G93A mice (data not shown). However, the highest
procaspase-3 expression levels were found at P90 and P120 (p>0.001). Moreover,
the activity of Bcl-2 decreased significantly at P40 and increased significantly at
the terminal stage, P120 (p<0.05) (Figure 4). These data suggested that apoptosis
was not exerting a decisive role in the skeletal muscle tissue from transgenic
SOD1G93A mice. In addition, to verify the western blot results, the apoptosis was
visualized by TUNEL assay. As shown in Figure 5, the percentage of TUNEL positive
cells was very low at any stage of the disease (less than 1%) in all the tested
samples from wild type or SOD1G93A mice. Moreover, not significant differences
were detected between wild type and SOD1G93A mice, supporting the fact
that the apoptotic cell death was not happening in the skeletal muscle from

SOD1G93A mice along disease progression.

DISCUSSION

Skeletal muscle is one of the target fissues dramatically affected by the
degenerative progression of ALS. Actually, this fissue plays an important role in
the neurophysiologic diagnosis of the disease and therefore it may be
considered a primary target of ALS toxicity.23-25

The role of autophagy in fransgenic SOD1G93A mice was just described as one
of the major intracellular mechanism involved in muscle atrophy.2¢ The oxidative
stress induced in this animal model is sufficient to acftivate autophagy.
Interestingly, in MLC/SOD1G9%3A mice, in which the overexpression of mutated
SODI1 is restricted to skeletal muscle, the siRNA inactivation of LC3, an essential
marker for autophagosome formation, led to the rescue of the muscle

phenotype.? Furthermore, not only autophagy but also the ubiquitin-proteasome
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degradative system (UPS) is more markedly induced in muscle cells than in motor
neurons.?’-28

In this study, we further investigated the close link between autophagy and the
UPS and the interplay between these mechanisms and apoptosis that could
explain the induction of muscle atrophy in tfransgenic SOD1G93A mice. To this
purpose, we first evaluated the mRNA levels of five well-known markers of
autophagy, LC3, pb2, Beclinl, Atg5 and E2f1. At asymptomatic stage (P40) no
significant changes were found. However, stafistically significant upregulated
levels were found in all of these autophagic markers at symptomatic and
terminal stages (P?0 and P120) in transgenic SOD1G93A mice, while at early
symptomatic stage (P60), Beclinl and Atg5 levels significantly decreased and
E2f1 levels increased in fransgenic SOD1G93A mice with respect to wild type
mice. Beclinl, Atg5 and E2f1 are components of the autophagy initiation
complex; therefore, the Beclinl and Atg5 deregulation at the early symptomatic
stage suggested an autophagy inhibition in this time point in spite of the
upregulated E2f] levels. In particular, Beclinl plays a relevant role in the
regulation and induction of a correct autophagy flux in muscle during fasting
and precisely, a muscle specific inactivation of Afg5 gene determines a severe
muscle wasting in mice.? Therefore, the downregulation of these two markers at
early symptomatic stage pointed out to an insufficient autophagy, being
detrimental for muscle homeostasis. Moreover, transcriptional activity of E2f]
plays an important role in the induction of autophagy. Moreover, it has been
described that E2f1 and its tfruncated form E2fltr, lacking the fransactivation
domain, can upregulate the expression levels of autophagic genes such as LC3
and Afg5.3031 |n spite of the well described role of E2f1 in the modulation of both
apoptosis and autophagy, mainly in melanoma and embryonic cell lines, the
upregulated levels of E2fl found in the skeletal muscle from transgenic
SOD1G93A mice at early symptomatic stage could not be sufficient enough to
prompt the activation of LC3 and, above all, Beclin] and Afg5.

Following with the autophagic response in skeletal muscle, we next examined
the protein expression levels of the two main markers of the autophagic flux, LC3,
which is associated with the autophagosome when the autophagy is activated,
and pé62, which plays an important role in the insertion of ubiquitinated misfolded

proteins intfo the autophagosomes. Albeit no significant differences were found
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at symptomatic stage, in accordance with mRNA profile expression pattern at
terminal stage, upregulated levels were observed in LC3-ll, LC3-1 and pé2 in
fransgenic SODIG93A mice with respect to wild type mice. However,
deregulated levels of LC3-1 were only found at earlier stages, suggesting that
autophagy was mainly activated at later stages. To study in depth the LC3-ll and
pé62 upregulation found at terminal stage and to determine if this upregulation
was a consequence of a blockage or an acute activation of autophagy, we
blocked the activity of acidic degradative compartments using chloroquine in
fransgenic SOD1G93A mice at terminal stage, P120. Chloroquine is an inhibitor of
endosomal acidification that mainly accumulates inside endosomes and
lysosomes, prompting the inhibition of lysosomal enzymes and preventing the
fusion of these two organelles. It is commonly used as an inhibitor of autophagy
process since it blocks the fusion of autophagosomes and lysosomes and
therefore it inhibits the lysosomal protein degradation. The inhibitory action of
chloroquine has been previously tested in in vitro models of ALS, but to date no
data has been registered in skeletal muscle cells.32 After freating with
chloroquine the explants from skeletal muscles, significant LC3-Il increased levels
were observed in transgenic SOD1G?3A mice with respect to wild type mice at
terminal stage, suggesting that autophagy was still activated. As a
consequence, the upregulation of LC3-ll and pé2 at P120 indicated a significant
acftivation of autophagy at this terminal stage. These data are consistent with
previous studies in the same tissue, in which mRNA and protein levels of LC3 and
pé2 were found significantly increased in transgenic SODIG93A and in
MLC/SOD1G93A mice at later stages of the disease, suggesting that muscle cells
were still able to upregulate these two essential markers of autophagy. 2628

The next question that arouse to us was the study of the mechanisms that could
be in clear connection with autophagy to manage the degenerative
progression of the disease in skeletal muscle cells at earlier stages. The interplay
between autophagy and the UPS seems to be close enough to finely remove the
infracellular accumulation of mutant SOD1 aggregates.’> Actually, pé2
partficipates in both mechanisms to eliminate ubiquitinated proteins from cells. At
this step and taking into consideration the significant autophagy activation at
the terminal stage, we wonder if the proteasome activation could start earlier

than autophagy in the skeletal muscle from transgenic SOD1G93A mice. Previous
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studies in this animal model showed that soluble mutant SOD1 in skeletal muscle
did not have direct effects on mitochondrial dysfunction, protein misfolding and
muscle 10ss.2833 However, the expression of mutant SOD1 in this tissue induced
afrophy and mitochondrial abnormalities, favouring proteasome degradation
under proteotoxic conditions, such as misfolded mutant SOD1 overexpression.28:34
In accordance with these studies, our results showed an impairment in
proteasome activity along disease progression. In particular, a significant
upregulation of proteasome activity was only found at early symptomatic stage,
P60, while a significant downregulation was registered at asymptomatic,
symptomatic and terminal stages in fransgenic SOD1G93A mice with respect to
wild type mice. These results suggested that the proteasome degradation was
only acftivated at early symptomatic stage and even earlier than autophagy
activation in skeletal muscle tissue.

Finally, with regards to the possible apoptosis induction in skeletal muscle, we
studied the protein levels of procaspase-3, caspase-3, Bcl-2 and Bax in fransgenic
SOD1G93A mice. No significant differences were found in caspase-3 protein
levels in transgenic SODIG93A mice with respect to wild type mice, while
significant upregulated levels were observed in procaspase-3 at symptomatic
and fterminal stages (P20, P120). In relation to Bcl-2 and Bax, only in the case of
Bcl-2, deregulated levels of Bcl-2 were observed at asymptomatic and terminal
stages. These results suggested that apoptosis might not be triggered along
disease progression in the skeletal muscle from transgenic SOD1G93A mice. To
verify these results and taking into consideration previous studies in vitro in which
autophagy protected muscle cells after chemical and physical stimuli,3®> we
performed a Tunel analysis to study more accurately the apoptosis activation.
Interestingly and contrary to previous studies that revealed caspase-mediated
apoptosis at paralysis stage,3¢ no significant differences were detected between
wild type and transgenic SOD1G93A mice, reinforcing the fact that apoptosis
was not activated in any studied stage of the disease. These results were in
accordance with a previous study in a mouse model that lacked the antioxidant
enzyme Sod1 (Sodl - mice). The chronic oxidative stress induced in this animal
model exacerbated muscle atrophy, leading to the activation of mitochondrial-
mediated myonuclear apoptosis.¥’ However, in the skeletal muscle from

fransgenic SOD1G93A mice no apoptosis activation was found, pointing out to
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the fact that mutant SOD1 was not directly influencing mitochondrial dysfunction
as previously reported.?33 Furthermore, in connection with this result it is
interesting to note that rapamycin, an autophagy enhancer, accelerated the
motor neuron degeneration in fransgenic SOD1G93A mice and it exacerbated
the pathological progression mainly through apoptosis, suggesting that specific
stimuli could possibly trigger the tissue degeneration through apoptosis.3®

The data presented here uncover for the first fime that there is a cross-talk
between autophagy and the UPS in the skeletal muscle from fransgenic
SOD1G93A mice. It has been described their compensatory way of action, in
other words, the autophagy activation is prompted when the UPS impairment is
present, and therefore autophagy blockage directly influences the UPS
function.?” Based on the fact that a failure of the UPS function is relevant in the
neurodegenerative progression in motor neuron diseases, our results are in line
with this point, since the activation of proteasome activity was only relevant at
early symptomatic stage and this activation was followed by the autophagy
activation at symptomatic and terminal stages. Taking into consideration that in
skeletal muscle, in contrast to other tissues, the activation of autophagy can
persist for long periods of time, the fransient activation of autophagy at late
stages in transgenic SOD1G93A mice could suggest a deregulation of this
process along disease progression due to the degeneration related to ALS. These
findings provide new insights info the role of autophagy in the progression of ALS,
although further studies are required to completely unravel unknown features of
this protein degradation mechanism and its close relation to the UPS.
Consequently, a possible progress in the design of promising therapeutic

interventions could be addressed.

MATERIALS AND METHODS

Animals. Transgenic mice expressing the G93A mutant human SODI1 were
originally obtained from The Jackson Laboratory (B46SJILTG(SODI*G?3A)1Gur/l).
Hemizygotic fransgenic mice were obtained by mating fransgenic males with F1
females (B46SJL). The offspring were identified by PCR amplification of DNA
extracted from ftail fissue with specific primers for human SODI1. Wild type

littermates were used as controls for all experiments. Hemizygous SOD1G93A
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mice at the following days of life were used: 40 (presymptomatic, P40), 60 (early
symptomatic, P60), 90 (symptomatic, P90) and 120 (terminal stage, P120). The
animals were housed in the Unidad Mixta de Investigacién of the University of
Zaragoza under a 12h light/dark cycle. Food and water were available ad
libitum. The care and use of animals were performed accordingly with the
Spanish Policy for Animal Protection RD53/2013, which meets the European Union
Directive 2010/63/UE on the protection of animals used for experimental and
other scientific purposes.

The mice were sacrificed by CO2 anesthesia and skeletal muscles from both
hindlimbs were dissected, snap-frozen and preserved at -80°C. Muscle tissue from
each group of mice was pulverized in liquid nitrogen with a cell crusher. The
powdered ftissue was divided equally for RNA and protein extraction. All

experimental groups were balanced to avoid sex bias.4°

mRNA expression. For RNA extraction, powdered muscle ftissue was
homogenized with Trizol Reagent (Invitrogen) (n=10 animals per time point and
genotype) using a PRO200 homogenizer (PRO Scientific Inc.). RNA extracted was
treated to eliminate genomic DNA using the Turbo DNA-freeTM kit (Ambion).
Reverse transcription was carried out according to the SuperScript™ First-Strand
Synthesis System kit (Invitrogen). Gene expression variations in all of the samples
were assayed by real-fime PCR in an ABI Prism 7000 Sequence Detection System
(Applied Biosystems). Primer and probe mixtures for each gene LC3
(Mm00458724_m1) and pé2 (MmO00448091_m1) were supplied by Applied
Biosystems. Two endogenous genes (GAPDH and p-actin, Applied Biosystems)
were used for normalization of the data.#42 All reactions were performed in
friplicate and the reaction efficiencies of the primer/probe sets were close to
100%.

Western blot analysis. The powdered skeletal muscle tissue (n=12 animals per
time point and genotype) was resuspended in RIPA lysis buffer with protease
inhibitors (Complete, Roche) and the homogenate were centrifuged at 10.000 g
for 10 min at 4°C. The supernatants were collected and the protein
concenftration was quantified by BCA method (Sigma-Aldrich). Forty micrograms

of protein was resolved on a 15% SDS-page gel and the proteins were transferred
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to PVDF membranes (Amersham Biosciences). The membranes were blocked in
Tris-buffered saline supplemented with 0.1% Tween 20 and 5% (w/v) powered
skim milk overnight at 4°C and then incubated with primary antibodies for one
hour against LC3 (1:1000, MBL), pé62/SQSTM1 (1:1000, Enzo Life Sciences),
Caspase-3 (1:500, Cell Signalling), Bax (1:1000, Santa Cruz), Bcl2 (1:1000, Santa
Cruz) and GAPDH (1:1000, Santa Cruz). After incubation with HRP-conjugated
secondary antfibodies, bands were visualized by ECL (GE Healthcare Life
Science). Inmunoblots were scanned and densitometry was measured with

AlphaEase FC software (Bonsai).

Proteasome activity. Skeletal muscle fissue was homogenized in cold buffer (20
MM TrisHCI pH 7.5, 2 mM EDTA) and cenftrifuged at 15000 g for 10 min at 4°C (n=6
animals per fime point and genotype). Protein concentration in supernatants
was determined using the BCA protein assay. All samples were assayed in
friplicate using 10 pg of freshly protein extracts. Proteasome activity was
measured using the CHEMICON® Proteasome Activity Assay Kit (APT280, Millipore)
as described by the manufacturer. The extracts were incubated (2h at 37°C) with
a labeled substrate, LLVY-7-amino-4-methylcoumarin, and the cleavage activity
was monitored by detection of the free fluorophore 7-amino-4-methylcoumarin
using a fluorescence plate reader (Infinite F200 PRO, TECAN) at 360/460 nm.

In vitro assay. Skeletal muscle tissue (P120, n=6 animals per time point and
genotype) were dissected and the tissue was then chopped into small pieces.
The explants were rinsed in phosphate-buffered saline (PBS) prior to being
cultured in DMEM containing 10 % (v/v) fetal bovine serum and 100 [OM
chloroquine (Sigmay) for é hours at 37°C and 5% CO2. After culture, the explants

were washed twice with PBS, snap-frozen and preserved at -80°C.

Apoptotic detection. Skeletal muscle fissue was removed, fixed with 4%
paraformaldehyde in PBS for 24 hours and cryopreserved in 30% sucrose for 48
hours. Sample tissues were embedded in Tissue-Tek frozen tissue embedding
medium and frozen in liquid nitrogen-cooled 2-methylbutane. The fissue blocks
were stored at -80°C. Transverse sections (10 um) were cut with using a cryostat

(CM1510S Leica Microsystems). Detection of apoptotic nuclei was assessed by
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TUNEL assay (Terminal deoxynucleotidyl transferase fluorescein-dUTP nick end-
labelling) using the In situ Cell Death Detection kit (Roche). The positive controls
were carried out on serial sections after prior incubation with DNAse |, while
negative control used label solution instead of TUNEL reaction mixture. At the end
of the assay, the slides were mounted with Vectashield with DAPI (Vector
laboratories). The percentage of apoptotfic cells was determined by counting

TUNEL-positive cells on an Olympus IX81 microscope.

Statistical analysis. Staftistical analyses were carried out using T-Student test. All of
the values were expressed as means and error bars represent standard error of
the mean (SEM). The statistical significance threshold was set at p<0.05. The

software used for the statistical analysis was SPSS 19.0 (IBM).
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 LC3, pé2, Beclinl, Atg5 and E2f] mRNA expression levels in skeletal
muscle from SOD1G93A mice. The transcript levels of these autophagy markers
were analyzed at P40, P60, P90, and P120. Relative expression values of these
autophagy markers in SOD1G923A mice (black bars) were represented in relation
to the levels of their age-matched wild type mice (WT, grey bars) at each
studied stage. Each data point represented the mean £ SEM, balanced group
n=10 animals per time-point and genotype. Asterisks denoted a student t-test p
value <0.05 (x), <0.01 (#*) and <0.001 (sx*x*).
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Figure 2 LC3-ll, LC3-l and pé2 protein expression in skeletal muscle. (a) Western
blots for LC3-Il, LC3-1 and pé2 protein levels in skeletal muscle from transgenic
SOD1G93A mice (grey bars) and age-matched wild type mice (WT, black bars).
GAPDH protein levels were used for the normalization of the protein levels of the
selected autophagy markers. The representative blots for each stage of the
disease are shown at the bottom. Data showed mean £ SEM, balanced group
n=12 animals per time-point and genotype. p value <0.05 (x) and <0.001 (xxx). (b)
Relative expression levels of LC3-ll in muscles from SODIG93A mice at the
terminal stage, before (light grey bars) and after chloroquine treatment (dark
grey bars, CQ 100uM). The representative blots for each stage of the disease are
shown at the bottom; GAPDH protein levels were used for the normalization of
the data. Data showed mean + SEM, balanced group n=6 animals per fime-point

and genotype. p value <0.05 ().
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Figure 3 Proteasome activity measurements. Proteasome activity was measured
in skeletal muscle homogenates from SOD1G93A mice (grey bars) and from age-
matched wild type mice (WT, black bars) at each stage of the disease, P40, P40,
P?0 and P120. Data showed mean * SEM, balanced group n=6 animals per fime-

point and genotype. p value <0.05 (x)and <0.001 (*#x).
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Figure 4 Protein expression profile in apoptotic markers along disease progression.
Western blots for Bax, Bcl-2 and procaspase-3 protein levels in skeletal muscle
from SOD1G93A mice (grey bars) and age-matched wild type mice (WT, black
bars). GAPDH protein levels were used for the normalization of the protein levels
of the selected autophagy markers. The representative blots for each stage of
the disease are shown at the bofttom. Data showed mean + SEM, balanced
group n=12 animals per time-point and genotype. p value <0.05 (x) and <0.001
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Figure 5 Detection of apoptotic nuclei by TUNEL assay. Representative skeletal
muscle fissue blocks from SODIG93A mice and age-matched wild type mice
(WT) were analyzed by the TUNEL assay to determine apoptosis activation at
each stage of the disease, P40, P40, P90 and P120. DAPI detection was also
measured. Data showed mean = SEM, balanced group n=8 animals per fime-

point and genotype.
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ABSTRACT

Background: In preclinical trials, a sensitive functional test is required to detect
changes in the motor behaviour of the SOD1G93A mouse model of amyotrophic
lateral sclerosis (ALS). We evaluated changes in body weight and motor
impairment in behavioural tests, such as the rotarod, the hanging-wire test and
the treadmill, of fransgenic and wild type mice. Results: We found differences in
detection of the onset of symptoms and progression of the disease between the
different tests assessed. Moreover, the data show significant gender differences
in the motor behaviour of this mouse model. Conclusions: The rotarod and the
hanging-wire test are more sensitive to detect early motor impairment. Moreover,
the results suggest that the treadmill may serve as a comparable alternative to

the rotarod and hanging-wire tests for characterising the ALS disease phenotype.

Keywords: amyofrophic lateral sclerosis, SOD1-G93A mice, rotarod, hanging wire

test, freadmill, weight.
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BACKGROUND

Amyoftrophic lateral sclerosis (ALS) is a lethal neurodegenerative disorder that
causes progressive paralysis and death within 3-5 years of diagnosis. During the
last 20 years, the mouse model overexpressing SOD1 has been one of the most
important research tools for scientists working in the field of ALS [1]. One of the
best characterised SOD1 transgenic mouse strains carries the human SOD1G9%3A
mutation. In this model, the SOD1 gene contains a glycine to alanine substitution
at position 93, which results in a toxic gain of SOD1 function [2,3]. The high copy
mutant SOD1G93A mice are phenotypically healthy until approximately 80-90
days old, when they develop symptoms of motor neuron disease, such as
shaking limbs when suspended [4]. After 120 days, most of these mice are in the
end stages of disease and become completely paralysed.

The SOD1G93A mice develop a progressive paralysis starting in the hind limbs via
denervation of the neuromuscular junction. This denervation prompts an active
degeneration of ventral root axons and a significant loss of alpha motor neurons.
The moment at which early motor deficits appear needs to be accurately
defined, especially when therapeutic strategies are fested. A thorough
understanding of the motor behaviour of the mouse model as well as the motor
function tests available is vital for the correct development of a behavioural
analysis. Therefore, several methods should be considered in order to select the
approach that most accurately addresses the experimental questions.
Semi-quantitative or descriptive methods (e.g., observation or stride length
analysis) were initially used by researchers for assessing motor function in
SODI1G93A mice [2]. Various tests, such as rotarod, hanging-wire, foot print or
tfreadmill tests [5,6] have been performed to detect the onset and progression of
neurodegenerative diseases when an experimental treatment is being studied.
The treadmill was first used as a tfraining system to study and test the motor
phenotype [7,8]. Currently, complex and expensive systems based on
computerised treadmill data are used to analyse walking pattern and to
calculate standardised gait parameters [9,10]. This more novel system has been
less frequently utilised, and consequently, less informatfion about it has been
reported. Thus, the purpose of this work was to analyse the treadmill as an

effective alternative to the conventional behavioural tests. The experimental
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variables included changes in body weight, survival rate, and motor function

assessed with the rotarod, hanging-wire and treadmill tests.

MATERIALS AND METHODS

Animals. Animals were purchased from The Jackson Laboratory (B6SJL-Tg(SOD1-
G93A)1Gur/J) and were housed under a standard light:dark (12:12 hour) cycle.
Animals were provided with food and water ad libitum in the Servicio General de
Apoyo a la Investigacion-SAl of the Universidad de Zaragoza. Hemizygotic
transgenic mice were obtained by mating fransgenic males with F1 hybrid
females (B6SJL). Transgenic mice were identified by PCR assay of DNA exiracted
from the tail with specific primers for human SOD1 (according to The Jackson
Laboratory protocol). Wild type littermates were used as confrols of the
fransgenic mice for behavioural tests. All of the procedures were approved by
the in-house Ethics Committee for Animal Experiments of the Universidad de
Zaragoza. Animal care and experimentation were performed according to the
Spanish Policy for Animal Protection RD1201/05, which meets the European Union
Directive 86/609 on the protection of animals used for experimental and other
scientific purposes.

During late-stage disease, access to food and water were provided. Euthanasia
was performed when mice failed to right themselves within 30 seconds of being
placed on their side (disease endpoint) [11].

Body weight and behaviour tests were performed weekly during the morning,

beginning at postnatal (P) day 60 until the death of the animals.

Rotarod test. Motor coordination, strength and balance were assessed using a
rotarod (ROTA-ROD/RS, LE8200, LSILETICA Scientific Instruments; Panlab,
Barcelona, Spain). Mice started to train on the rotarod daily one week before
recording the data. Animals were placed onto the cylinder at a constant speed
of 14 rom. The animals had three attempts to remain on the rotarod for a
maximum of 180 seconds per trial, and the longest latency was recorded.
Hanging-wire test

Neuromuscular strength was tested by the hanging-wire test. Each mouse was

placed on a wire lid of a conventional housing cage and the lid was turned
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upside down. The latency from the beginning of the test until the mouse stood
with at least two limbs on the lid was timed. The animals had three attempts to
stand for a maximum of 180 seconds per frial, and the longest latency was

recorded.

Treadmill. Animals were subjected to involuntary exercise on a rodent treadmill
(1055SDRM  Columbus Instruments, Columbus, OH, USA). Motor activity was
registered 3 days per week beginning at 45 days of age. To encourage the mice
to run, the treadmill was equipped with an electrical shock grid at the rear of the
tfreadmill. The shock grid was set to deliver 0.3 mA, which caused an
uncomfortable shock but did not physically harm or injure the animals. Three
speeds were analysed (11, 22 and 44 cm/s) during 10 minutes at 5° incline.
Performance was measured based on the tfime each mouse stayed on the shock
grid. The more disease progression an animal had experienced, the more time it

spent on the shock grid.

Statistical analysis. All data were analysed by two-tailed Student’s t-tests and
two-way analysis of variance (ANOVA). Survival and disease onset were plotted
on Kaplan-Meier curves and analysed using the log-rank test. Statistical analyses
were performed in SPSS version 19.0 (IBM). Data were presented as mean * the
standard error of the mean (SEM). Significance was set at a p-value of less than
0.05.

RESULTS

Body weight and survival. As shown in the figure 1A, wild type animals, or control
group, increased their weight continuously and they never showed motor
symptoms. From P61 to P142 the fransgenic males always weighted more than
females (p<0.01). Maximum weight was reached at P103 in males and females,
from this time the weight started to decrease gradually. At the end of the
experiment, transgenic animals lost up to 27% (males) and 16% (females) of his
maximum weight. From P117 the weight loss was more important and fast in

fransgenic mice. Furthermore, comparing wild type mice to their transgenic
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mate of different sex separately, the weight loss began to be significant around
P96 (p<0.05) in males while in females, this loss was found at P117 (p<0.05).

When survival time was analyzed, no statistical significant difference was
observed between males and females (Fig. 1B). Transgenic males showed a
mean life span of 135.6+£1.6 days, while the mean in females was observed at
137.7£1.6 days.

Rotarod test.Significant differences between control and transgenic mice was
observed at P89 (p<0.05) and P96 (p<0.001) until the endpoint. In particular,
some transgenic males showed early symptoms around P75, although from P82
these symptoms became more evident (Fig. 2). In contrast females showed early
symptoms at P82 and started to decline around P96, although the performance
was worse from P103, which was coincident with the maximum weight observed
(0<0.05, p<0.001). During disease progression significant differences were not
detected between fransgenic males and females, and in both sexes, a similar
progression was observed, showing transgenic male mice more motor deficits

than transgenic female mice.

Hanging-wire test. Motor symptoms appeared earlier in tfransgenic males (Pé8)
than transgenic females (P82), although in both sexes a similar test evolution was
observed (Fig. 3A). The decline began to be significant at P82 (p<0.05) and
continued until the end (p<0.001) when confrol and transgenic mice, males and
females, were compared. Significant differences between transgenic male and
female mice were detected at P103, which was coincident with the maximum
weight observed, P110 and P117 days of life, in which the most important and

fast loss of weight was registered (p<0.01).

Treadmill. When the speed was set at 11 cm/s on the tfreadmill, the first motor
deficits were detected at P10? in transgenic males and P120 in transgenic
females (Fig. 4A). However, significant motor function began to get worse at
P116 (p<0.05) in males and P123 in females (p<0.05), becoming gradually
aggravated (p>0.001). At 22 cm/s alterations in motor function were detected
earlier at P104 in males and at P108 in females (Fig. 4B). Significant differences

were detected at P111 in males and at P118 in females and form these points
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significance increased (p<0.001). Finally, at 44 cm/s some animals had problems
to reach the performance from the beginning, showing males more motor
difficulties than females (Fig. 4C). Significant differences at P106 in males and
P111 in females, comparing to wild-type, were visible (p<0.05) and motor
dysfunction became more evident at P113 (p<0.001). At P74, transgenic mice

(males and females) showed the first alteration in their motor behaviour.

DISCUSSION

The most objective and simple parameter to first characterize fransgenic
SOD1G93A mice is the body weight, which is also virtually observer independent.
ALS, in fact, is accompanied by a significant weight loss in both human and
mice.

Studies of SOD1G93A mice confirmed that changes in body weight occurred as
a sign of motor neuron death over the course of the disease. This is a rather
unspecific characteristic and it can be due to many conditions such as
dehydratation or malnutrition, developmental abnormalities [12], background
strain [10] or orolingual motor deficits [13]. However, the age at which these
changes occur differs substantially among published studies. Our results are
coincident with the ones described by Azari, Hayworth or Smittkamp who
reported stable body weight in tfransgenic mice from P55 to P125 to finally
decrease during end-stage disease. Furthermore, reported differences in body
weight between transgenic mice and control mice emerging from P98 to P126
have been also described [15-17]. Therefore these results suggested that weight
loss was not an accurate measurement of disease onset or progression in this
animal model of ALS.

Differences between fransgenic male and female mice have been described in
several studies, not only about weight or survival, but also about onset and
progression disease [18,8]. In case of survival rate, genetic background studies in
this model described longer survival in fransgenic females than in transgenic
males [7,15,18], albeit females survived two more days than males in our study,
no significant gender differences were detected [19,20]. Moreover we found

that fransgenic male mice exhibited more severe symptoms including earlier
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onset and motor deficits than transgenic female mice in each behaviour test
assessed. In rotarod, hanging wire test and freadmill, the male mice showed
deficits before females, therefore the differences in disease progression between
males and females are obvious. But only in the case of hanging wire test
significant differences appeared between fransgenic male and female mice, so
our results are consistent with previous reports that fransgenic females displayed
motor symptom later than fransgenic male mice with no evidence of higher
survival rates. These discrepancies may be related to the copy number of the
fransgene, the mouse background, the experimental protocol (food supplies in
final stage) or estrogens effects [18]. On view of these results, we recommend
that gender should be taken into account in experimental design since the
behavioural differences seem to conftribute to variability.

The most frequently used analysis of motor impairment in mice is the rotarod test
which let us register how long the animals were able to run on a rotating cylinder
[17]. The rotarod test is a complex task that requires good motor coordination
and balance in addition to strength; a decline in motor strength is specific for ALS
disease. Hence a decline in rotarod performance is a rather indirect
measurement of the motor deficit. However, the lack of sensitivity of this test to
detect motor deficits prior to the onset of clinical symptoms has been widely
discussed and other tests have been also used to expand the time frame to
detect early changes [4,9]. Although the first motor dysfunction evidence
appeared in the pre-symptomatic phase (P75 in males and P82 in females),
transgenic male mice showed this motor dysfunction 2 weeks later while
fransgenic female mice displayed it 3 weeks later since the deficits began to be
significant. The performance progression observed for this test was similar to that
described by Alves or Smiitkamp. The wide variety of results could be explained
by differences in training days, protocols performance or genetic background of
mice model. Overall, previous experiences in our group have demonstrated that
animals must be fraining before, and the training should realize at least one week
before starting the experiments in order to ensure proper test development if
early symptoms want to be detected [21].

The hanging wire test requires only balance and grip strength [12] and there is no
need for any significant training of the mice. The simplicity (a conventional cage

lid), reliability and improved diagnostic accuracy of this test are a great
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advantage. Our results are in agreement with Hayworth and Gonzalez-Lima, and
Smittkampp which reported the first muscle limb weakness changes at Pé8 in
fransgenic females and P82 in transgenic males. Moreover we found that disease
progression was befter endured by fransgenic female mice than transgenic male
mice, which is in accordance to Choi, and this gender differences were
significant during symptomatic stage (P103, P110 and P117). Therefore, we could
be able to detect early motor performance deficits, suggesting this test as a
good choice among the rest.

Treadmill-based systems have been suggested as a better way to monitor gait
dysfunction and disease progression in models of genetic neurological disorders
[10] and as a fraining system to evaluate the benefit of physical activity in ALS
[7.8]. As compared to the methods that do not use computerized acquisition
and analysis (footprints), the computerized gait analysis systems are marketed as
a more efficient, sensitive and reliable way to measure motor deficits [22]. This
system can incorporate a video camera for capture of paw placement, so
parameters like stride, swing or stance time are able to be analyzed [9].

Among the speeds we applied in this test, we found that the slow and medium
speeds (11 and 22 cm/s) were unable to detect motor deficits before P100, and
as a consequence it was possible that mice could offset the loss of hind limb
muscle strength, unlike the results observed in the rotarod test. When we worked
at 44 cm/s the deficits were detected before (around P74), which is in
agreement with Guillot and Wooley. At this point, the treadmill was able to
detect early symptoms as well as the rotarod or the hanging-wire test. We
therefore suggest, an intermediate speed between 22 and 44 cm/s, that could
be enough to detect early motor symptoms and therefore it could not cause
excessive attrition, especially in the case of fransgenic male mice. Moreover, this
system is also able to change the conditions of the test (belt inclination for
example), so new protocols of resistance and strength are possible; and the
fraining is not required. In addition, these results are in accordance with the
speed range used in the same animal model [23] and highlight the importance
of using a particular speed value in freadmill, especially when further molecular
and cellular studies are needed. However, comparing tfreadmill to rotarod test

we found a best sensitivity in rotarod test as we could detect the first significant
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motor deficit symptoms in fransgenic mice at P90 in rotarod test while this

detection was found since P106 in freadmill.

CONCLUSIONS

The results show gender differences in the motor impairment, so balanced groups
must be taken into account in the experimental design in order to avoid any sex
bias. The clinical phenotype in SOD1 transgenic mice is perfectly characterized
by the conventional behavioural tests such as rotarod and hanging-wire, as
shown by the data. Moreover, our results suggested that the use of freadmill can
represent an alternative to rotarod or hanging-wire test when an appropriate

speed is used.
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FIGURE LEGENDS

FIG 1

Body weight and survival time. (A) Changes over time in weight of male (black)
and female (grey) wild type and transgenic mice (WT males n=10, WT females
n=10, fransgenic females Nn=43 and transgenic males n=43). Data are shown as
mean * SEM. (B) Kaplan-Meier survival comparison of the male and female
fransgenic mice. No significant differences were detected between transgenic

male and female mice.
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FIG 2

Rotarod test. Changes over fime in rotarod test performance of male (black) and
female (grey) wild type and transgenic mice (WT males n=10, WT females n=10,
fransgenic females n=15 and transgenic males n=15). Data are shown as mean *
SEM. Student’s f-test: *p<0.05 and ***p<0.001 (male mice), tp<0.05 and

T11p<0.001 (female mice).
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FIG 3

Hanging-wire test. Changes over time in hanging-wire test of male (black) and
female (grey) wild type and transgenic mice (WT males n=10, WT females n=10,
fransgenic females n=15 and transgenic males n=15). Data are shown as mean *
SEM. Student’s f-test: *p<0.05 and ***p<0.001 (male mice), tp<0.05 and

T11p<0.001 (female mice).
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FIG 4

Treadmill performance of transgenic and wild type mice. The shock time (s) was
registered at 3 speeds (11, 22 and 44 cm/s) from P45 to P137 (WT males n=10, WT
females n=10, transgenic females n=10 and transgenic males n=10). Data are
shown as mean = SEM. (A) Results at 11 cm/s. (B) Results at 22 cm/s. (C) Results at
44 cm/s. Student’s t-test: *p<0.05 and ***p<0.001 (male mice), Tp<0.05 and

t11p<0.001 (female mice).
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ABSTRACT

Amyoftrophic Lateral Sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease associated
with mutations in antioxidant enzyme Cu/In-superoxide dismutase 1 (SODI1).
Albeit there is no treatment for this disease, new insights related fo an
exacerbated lipid metabolism have been reported. In connection with the
hypermetabolic lipid status, the hypothesis whether nature of dietary fat might
delay the progression of the disease was tested by using a transgenic mouse that
overexpresses the human SOD1G93A variant. For this purpose, SOD1G93A mice
were assigned randomly to one of the following three experimental groups: 1) a
standard chow diet (control, n=21), 2) a chow diet enriched with 20% (w/w) extra
virgin olive oil (EVOO, n=22), and 3) a chow diet containing 20% palm oil (palm,
n=20). They received the diets for 8 weeks and the progression of the disease was
assessed. On the standard chow diet, average plasma cholesterol levels were
lower than those mice receiving the high fat diets. Mice fed an EVOO diet
showed a significant higher survival and better motor performance than control
mice. EVOO group mice survived longer, showed better motor performance and
larger muscle fiber area than animals receiving palm. Moreover, the EVOO-
enriched diet improved the muscle status as shown by expression of myogenic
factors (Myod1 and Myog) and autophagy markers (LC3 and Beclin1), as well as
diminished ER stress through decreasing Atfé6 and Grp78. Our results demonstrate
that EVOO may be effective in increasing survival rate, improving motor
coordination together with a potential amelioration of ER stress, autophagy and

muscle damage.

Key words - Extra virgin olive oil - Palm oil - Amyotfrophic Lateral Sclerosis -

Reficulum stress - autophagy - Cu/Zn-superoxide dismutase 1 -SOD1G93A mice

Abbreviations: apo, apolipoprotein; FPLC, fast performance liquid
chromatography; HDL, high density lipoproteins; LDL, low density lipoproteins; P,
post natal day; TG, triglycerides; VLDL, very low density lipoproteins.
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INTRODUCTION

Amyoftrophic lateral sclerosis (ALS) is an adult-onset disease characterized by the
selective loss of motor neurons in the brain and spinal cord, resulting in
progressive paralysis and death. In one fifth of familial ALS, the disease has been
found associated with mutations in the major anfioxidant enzyme Cu/In-
superoxide dismutase 1 (SOD1) [1-3], and transgenic mice overexpressing mutant
forms of SOD1 [4] are considered good animal models for ALS since they show
most of features of the human disease. Studies using these mice have proved
that mutant SOD1 (mSOD1) triggers ALS by attacking motor neurons, astrocytes
and microglia [5]. These mice also show a hypermetabolic state mainly of
muscular origin [6] and involving a rapid removal of lipids [7]. Consequently, the
increase in the energy content of the diets prolonged lifespan and maintained
motor neuron [6, 8], while restricting calorie infake worsened the disease [?].
Furthermore, by generation of a fransgenic mouse model expressing a mutant
SOD1G93A selectively in skeletal muscle, it has been demonstrated that skeletal
muscle is a primary target of SOD1G93A-mediated toxicity and that oxidative
stress triggers muscle atrophy [10].

A higher adherence to a Mediterranean-type diet has been associated with
lower Alzheimer disease risk and may be protective against stroke and other
neurological disorders (Martinez-Gonzalez et al. 2002; Scarmeas et al. 2009;
Estruch et al. 2013). The Mediterranean diet is characterized by high fat, mainly
from olive oil, complex carbohydrates in the form of cereals and legumes, high
fiber in the form of fruit and vegetables, and the limited consumption of animal
proteins, representing a design tested by populations in the Mediterranean Basin
for more than 2000 years. Olive oil, as the main source of fat in the traditional
Mediterranean diet, has been object of considerable attention regarding to its
potential benefits. In this regard, its intake has been shown to improve
cardiovascular risk factors, such as lipid profiles, blood pressure, postprandial
hyperlipidemia, endothelial dysfunction, oxidative stress, and antfithrombotic
profiles (Lopez-Miranda et al. 2010). Using genetically modified mice that
spontaneously develop atherosclerosis, we have proved that exira virgin olive oil
was highly beneficial when consumed judiciously and in diets of low cholesterol
content (Guillen et al. 2009).
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As above mentioned, the studies suggesting that high-fat diets may have an
effect in delaying the development of the ALS did not address the influence of
different sources of fat. In addition due to the described beneficial effects of
extra virgin olive oil, it is suggestive that feeding this oil may also own a positive
effect on the ALS outcome. To test the hypothesis, we fed SOD mice high fat
diets containing extra virgin olive oil or palm oil and evaluated their clinical
performance. To determine the mechanisms involved, we performed an analysis

of muscle gene expression.

MATERIAL AND METHODS

Animals. Animals were purchased from The Jackson Laboratory (B6SJL-Tg(SOD1-
G93A)1Gur/J) and hemizygotic fransgenic mice were obtained by mating
fransgenic males with F1 hybrid females (B4SJL). Transgenic mice were identified
by PCR assay of DNA extracted from the tail with specific primers for human
SODI1 (according to The Jackson Laboratory protocol). Animals were provided
with food and water ad libitum and housed under a standard light:dark (12:12
hour) cycle in the Servicio General de Apoyo a la Investigacion- SAI of the
Universidad de Zaragoza. All of the procedures were approved by the in-house
Ethics Committee for Animal Experiments of the Universidad de Zaragoza. Animal
care and experimentation were performed according to the Spanish Policy for
Animal Protection RD53/2013, which meets the European Union Directive
2010/63/UE on the protection of animals used for experimental and other

scientific purposes.

Dietary Trial. Two-month old female SODIG93A mice on the same genefic
background (B46SJL) and hemyzygous for the mutation were assigned randomly
to one of the following three experimental groups: 1) a control group (n=21) fed
a standard chow diet, 2) an olive-oil group (n=22) fed a diet enriched in (20%,
w/w) extra virgin olive oil from Empeltre cultivar (Muniesa, Belchite, Spain), and
3) palm oil group (nN=20) fed a diet containing 20% palm oil. The standard mouse
chow diet was Teklad Mouse/Rat Diet no. 2014 (Harlan Teklad; Harlan Ibérica,
Barcelona, Spain). To avoid the potential confounding effects of variation

between batches of chow, 25 kg from a single batch were reserved and used
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toprepare diets and feed experimental groups throughout the experiment.
Weekly diets were stored in N2 at -20°C and their composition analyzed, as
previously described [16]. The chemical composition of the diets is shown in Table
1. Olive oil and palm oil diets were isocaloric. These high-fat diets were lower in
carbohydrates, had slightly lower protein content and a higher percentage of
fat and vitamin E than the chow diet. Chow diet had a monounsaturated fatty
acid content of 20.5 % of total fat and a higher amount of polyunsaturated than
saturated fatty acids (P/S ratio 3.4). The high-fat diets contained a similar amount
of polyunsaturated fatty acid and differed in the amount of monounsaturated
and safurated fatty acids. The olive oil-enriched diet the P/S ratio was 2.9, which
indicates an important decrease in saturated fatty acids compared to the palm
oil-containing diet. Likewise, the olive oil diet was enriched in phenolic
compounds. The nutritional intervention was well tolerated and lasted until the

animal death

Behavioral Tests. In a subset of 10 females per experimental group, motor
coordination, strength and balance were assessed using a rotarod (Panlab,
Barcelona, Spain). Animals were placed onto the cylinder at a constant speed of
14 rom. Also, neuromuscular strength was tested by the hanging-wire test. Each
mouse was placed on a wire lid of a conventional housing cage and the lid was
turned upside down. The latency from the beginning of the test until the mouse
stood with at least two limbs on the lid was timed. In both tests, the animals had
three attempts to stand for a maximum of 180 seconds per trial, and the longest
latency was recorded. The onset of symptoms was scored as the first day that a
mouse could not remain on the hanging wire for 3 min. Behavioral tests were
performed weekly during the morning, beginning at postnatal day 77 (P77) until
the death of the mice. During late-stage disease, mice were assisted to access
to food and water. Euthanasia was performed when mice failed fto right

themselves within 20 seconds of being placed on their side [17].

Plasma Determinations. Those surviving mice from the three experimental groups
not used for the behavioral tests were sacrificed by suffocation in CO2 at 120
days of age (terminal stage) and after a four- hour-fasted regimen, and blood

was drawn from the heart. Gastronemius and tibial anterior muscles were
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obtained, and a piece of them was immediately frozen in liquid N2 for RNA
isolation while the other was preserved in buffered formaldehyde for histological
analysis. Plasma total cholesterol (TC), and triglyceride (TG) concentrations were
measured in a microfitre assay, using commercial kits from Thermo (Madrid,
Spain). Apolipoproteins A1, A4 and B were quantified by enzyme-linked
immunosorbent  assays with  specific polyclonal antibodies (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, and Biodesign, Saco, ME, USA) as previously
described [18]. Plasma lipoprotein profiles were also determined in 100 0L of
pooled plasma samples by fast protein liquid chromatography (FPLC) gel
filtration [16] using a Superose 6B column (Amersham Pharmacia, Barcelona,
Spain). The contents of cholesterol, phosphatidylcholine and sphingomyelin in

each fraction were assayed as described [19].

HDL reactive oxygen species. The presence of reactive oxygen species (ROS) in
this lipoprotein fraction was assessed by measuring the  conversion of
2',7'-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA) info fluorescent
dichlorofluorescein (DCF) [20]. Briefly, the FPLC-separated HDL fractions (5 Og of
cholesterol) were incubated, at 37° C with 2 [1g of DCF, in 25 (1l of 0.1% sodium
azide and 100 Ol of PBS, up to a total volume of 150 Ol [21]. The fluorescence was
measured after 3 h of incubation at 485 nm excitation and 535 nm emission

wavelengths in a microplate reader (SPECTRAfluor Plus, TECAN).

RNA Preparation and Analysis. Muscle RNA was isolated using Tri Reagent
(Sigma). DNA contaminants were removed by TURBO DNase treatment using the
DNA removal kit from AMBION (Austin, TX). RNA was quantified by absorbance at
A260/280 (the A260/280 ratio was >1.75). The integrity of the 285 and 18S
ribosomal RNAs was verified by agarose formaldehyde gel electrophoresis
followed by ethidium bromide staining and the 28S/18S ratio was greater than 2.
The mRNA expression was assayed by quantitative real fime RT-PCR (RT-gPCR)
analysis. Equal amounts of DNA-free RNA from each sample were used for first-
strand cDNA synthesis and the PCR reactions were performed using the
SuperScript Il Platinum Two- Step RT-gPCR Kit with SYBR Green (Invitrogen, Madrid,
Spain) or TagMan (Applied Biosystems, Foster City, CA), according to the

manufacturer’s instructions and following the methodology previously described
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[22-25]. The relative amount of mMRNAs normalized expression was calculated

using the comparative 2-00Ct method.

Histological Analysis. Samples of muscle stored in buffered formaldehyde were
embedded in paraffin. Sections (400m) were stained with hematoxylin-eosin,
observed with a Nikon microscope and images were captured. Morphometric
analyses of fiber area were evaluated blindly using Scion Image software (Scion

Corporation, Frederick, Maryland, USA).

Statistical Analysis. The results are expressed as means + SD. Comparisons were
made using one-way ANOVA and Mann-Whitney U-test. Correlations between
variables were sought using the Spearman’s correlation tests. Kaplan-Meier
analysis was performed to determine disease onset and survival time. All
calculations were performed using SPSS version 15.0 software (SPSS, Chicago, IL).

Significance was set at P < 0.05.

RESULTS

Increased cholesterol and diminished ROS levels in EVOO diet

The effects of the experimental diets on plasma lipid parameters in SOD1G93A
mice are shown in Table 2. Mice consuming the high lipid diets showed increased
plasma total cholesterol and APOAT levels and no significant change in their
plasma ftriglycerides. Neither did plasma APOA4 and APOB experience any
significant change. The distribution of APOA1 and APOA4, cholesterol,
phosphatidylcholine and sphingomyelin  among the plasma lipoproteins
analyzed by FPLC is shown in supplementary figure 1. No striking changes were
observed in any of these parameters. Interestingly, the content of ROS in HDL was
lower in animals consuming high fat diets and particularly in animals consuming
EVOO (panel F).

EVOO diet prolongs the lifespan and improves the motor behavior of SOD1G93A
mice
Statistical significant differences in survival rate were observed between chow

and EVOO diet (p<0.05) (figure 1A). Mice fed with a chow diet showed a mean
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lifespan of 127.5+4.47 days, whereas mice fed with an EVOO diet survived
142.87+£2.92 days. Moreover, disease onset of palm oil group (89.83£2.15 days)
was significant earlier than chow diet group (106.11£3.94) or EVOO group
(107.33+6.68) (figure 1C).

According to the rotarod test (figure 2A), significant differences between chow
diet and EVOO group were observed at P112 (p<0.05). From P112 to P126, EVOO
group mice showed better motor performance than control group. In contrast
palm oil group showed early symptoms at P84 and significant differences from
chow diet group were detected from P91 to P119 (p<0.05, p<0.001).
Furthermore, palm oil group did not show any improvement in motor behavior
from the beginning of the assay.

In relation to hanging-wire test (figure 2B), the motor symptoms appeared earlier
in palm oil group (P84), although the decline began to be significant at P105 and
continued until P133 (p<0.001, p<0.01, p<0.05). No statistical significant
differences were observed between chow and EVOOQO diet.

Taking tfogether these results, the higher survival rate together with the significant
improvement in motor behavior observed in EVOO-enriched diet mice,

suggested that EVOO could diminish the muscle damage.

EVOO-enriched diet increase the muscle fiber area in SOD1G93A mice

In figure 3, panels A, B and C, representative images of muscle fibers coming
from mice receiving the different diets are displayed. Animals receiving the palm
diet showed a lesser size of muscle fibers. Quantitative analyses, shown in panel
D, confirmed that this difference was statistically significant when compared to

the mice receiving the EVOO- enriched diet.

EVOO diminishes ER stress through Aifé6 and Grp78

In order to look for a potential ER stress involvement, the expression of the three
described pathways was evaluated: Atfé, Irel and Perk. As shown in figure 5A,
mice consuming EVOO showed significantly decreased levels of Atfé expression
compared to control and palm groups. The latter group showed significantly
increased levels of Grp78 when compared to mice receiving the EVOO-
containing diet. Analysis of correlation of both expressions, Atf6 and Grp78,

showed a positive and significant value (figure 5C) suggesting a coordinate
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regulation of this cascade of ER stress despite the different diets supplied.
Conversely, Grp78 expression was negatively associated with area of fiber (figure
5D). On the other hand, Irel and Perk mRNA expressions (data not shown) did
not show any significant change. Collectively, these data suggest that olive oll
administration is improving ER stress through the Atfé6 and Grp78 branch.

Analysis of proliferating mitochondria marker, Pgcla, revealed a significant
decrease in palm-fed mice (0.7 £ 0.1) when compared to the confrol group (1.0

+ 0.2). No change was observed in mice receiving the EVOO diet (1.0 £ 0.5).

DISCUSSION

The present work describes a nutritional intervention with two high fat diets on an
ALS mouse model where the nature of fat has a profound influence on the
survival and motor behavior of the mice. To explain these findings, a study of
muscle pathology has being carried out and provided a difference in muscle
fiboer area between both high fat diefs. Furthermore, mRNA expression has
evidenced that changes in expression of myogenic and reticulum stress genes
are involved in the differential response between both high fat diets.

In an aftempt to reproduce in mice the average intake of fat in humans of
Western society, we provided animals with extra virgin olive oil or palm oil as 20%
(w/w) of the diet, but deprived of dietary cholesterol, to reproduce the classical
Mediterranean diet. A dietary pattern characterized by a high fat content,
mainly derived from olive oil, and low cholesterol [14]. We have found that a
dietary fat supplement of extra virgin olive oil, administered at a level
comparable to that of human energy intake, resulted in an amelioration of ALS
pathological findings and delay in their onset. These results are in agreement with
the benefits observed using high fat diets [6, 8], but it adds a new aspect
regarding the nature of fat used. The use of EVOO was clearly more beneficial in
SOD1G93A mice than that of palm oil. In this regard, two aspects are different:
the higher supply of palmitic acid and the decrease of oleic acid in the
latter oil. These two components have been observed to behave differently. In
particular, oleate has been found to prevent palmitic-induced insulin resistance,

inflammation [26] and endoplasmic retficulum stress [27] in cultured muscle cells.
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Our data of animals receiving EVOO clearly indicate a decrease of endoplasmic
reficulum stress markers, Atf6 and Grp78 but not Irel and Perk, when compared
with animals receiving palm oil (Figure 5). The unfolded protein response (UPR)
through signal transduction pathways transfers information about protein folding
status in the ER. It is mainly executed by three distinct signal cascades involving
inositol requiring (IRET), PKR-like ER kinase (PERK), and activating transcription
factor (Atf6) [28] and may participate in the pathogenesis of ALS [29]. The
present results suggest that the Atfé6 network is differentially expressed in this
dietary ftrial in agreement with the changes in Grp78 that detects the
accumulation of misfolded proteins in the ER and collaborates with Affé [28].
PGC-lalpha has been considered as a novel and clinically relevant disease
modifier of human and experimental ALS [30]. In our results, the supplement of
palm oil also decreased the expression of this mitochondrial proliferation marker.
Overall, our results indicate that both ER and mitochondria are important
contributors to the muscle cell fithess in ALS. This is in agreement with the
proposed network connecting the sarcomere integrity fo mitochondrial oxidative
metabolism [31], and the important role of skeletal muscle as a primary target of
muscle atrophy [10] and of ALS toxicity [10, 32, 33].

Following with the neurodegenerative conditions observed in ALS, the loss of
motor neuron connections in the neuromuscular junction is likely due to an
energetic deficit in the mutant muscle that leads to pathological conditions [22].
In this regard, the present work proposes a dietary intervention to correct this
deficit. Interestingly, mice receiving EVOO- enriched diet significantly survived 15
days longer than control animals, although no significant differences were found
in the onset of symptoms. In addition to this longer lifespan observed in animals
receiving the EVOO-enriched diet, the motor coordination and balance of these
freated mice improved along disease progression over mice fed a chow diet.
Nevertheless, mice receiving palm oil-enriched diet showed shorter mean survival
of 4 days, significant earlier disease onset (Figure 1) and a significant lower motor
coordination compared to control mice along the disease progression (Figure 2).
Moreover, the neuromuscular strength in EVOO-enriched diet mice resembled
the one observed in control group while this strength was significantly and
progressively declined in palm-oil enriched diet mice until the terminal stage

(Figure 2). Overall, these data are suggesting that EVOO diets displayed general
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benefits when compared to control group and specific ones when compared to
palm-enriched diets, and that not all high-fat diets may have the same
outcome. Clinical trials carried out in patients have addressed the influence of
hypercaloric diets by comparing carbohydrates versus fat [34]. In this trial, source
of fat was a commercial formula containing marine and borage oils and was
found safe. A second ftrial, NCT01016522 (www.clinicaltrials.gov/), has been
conducted to evaluate the safety of ketogenic diets in ALS patients using a
commercial formula as well. In these seftings, our results may provide guidance
for improving these human interventions.

Interestingly, a recent study focused on the role of SOD1 in the ER stress response
suggested that SOD1 could act as a switch to prompt the ER stress response
through its binding to the cytosolic carboxyl-terminal of Derlin-1, a component of
the ER-associated degradation machinery [29]. In particular, the binding of
mutant SOD1 to Derlin-1 could trigger ER stress through the disruption of the ER-
associated degradation machinery and therefore could contribute to motor
neuron death [29]. Taking info consideration the higher and significant survival
rate in EVOO-enriched diet mice together with the significant improvement of
their behavior function over palm oil-enriched diet mice, our results suggested
that EVOO-enriched diet could ameliorate the ER stress response induced by
mutant SOD1 expressed in mice. This would agree with the in vitro protection of
endoplasmic reticulum stress observed for the main phenolic compound of
EVOO, hydroxytyrosol [35].

According fo these results and taking into consideration that skeletal muscle is
one of the main targets of the disease, our previous studies in this fissue
suggested a deregulation of different genetic biomarkers along disease
progression [22, 23]. Consequently the next step forward in our study was focused
on the analysis of genetic biomarkers’ expression in the skeletal muscle of
SOD1G93A mice fed a standard chow diet, EVOO or palm-enriched diet. For this
purpose we tested the expression levels of seven genes related to the skeletal
myogenesis and integrity, Pax7, Myod1, Myf5, Myog, Rrad, Chrnal and Coll9al
(Figure 4). A significant increase of Myodl, Myog and Chrnal was observed in
palm oil-enriched diet mice, whereas in EVOO-enriched diet mice, the expression
levels of the tested genes tended to reach conftrol levels. Furthermore, an

upregulation of the myogenic regulatory factors, such as Myod! and Myog, was
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previously found coincident with increase muscle damage and denervation
markers Rrad and Chrnal respectively [23], in the same animal model. This result
suggested that palm oil-enriched diet would favor skeletal myogenesis in a
greater extent than in EVOO-enriched diet mice. In addition, palm oil-enriched
diet mice showed a significant upregulation of Coll9al compared to EVOO
group and in a sefting of ER stress. It is known that a downregulation of the
Coll9al expression in skeletal biopsy samples of SOD1GY3A mice correlated
inversely with longevity [22], suggesting that the survival rate of animals that
overexpressed this gene was lower than the observed in animals in which this
expression was found downregulated. This result was coincident with the higher
survival rate observed in mice receiving EVOO-enriched diet. Therefore in our
study, the significant upregulation of Myod1, Myog Chrnal and Coll9al in mice
fed palm oil-enriched diet suggests that the latter diet could not compensate
muscle damage as efficiently as the EVOO-enriched diet. In fact, EVOO-
enriched diet diminishing ER stress was accompanied by an amelioration of
muscle damage (Figure 3).

In clear connection with ER homeostasis, autophagy and ER are in a reciprocal
interaction since autophagy activation can be regulated by ER Ca2+ stores [36].
It has been also reported that the SOD1G93A expression is sufficient to induce
muscle afrophy associated with oxidative stress through activation of the
autophagy [10]. Furthermore, the autophagy, process that leads to the
degradation of cytoplasmatic components inside lysosomes, also participate in
mutant SOD1 clearance in muscle cells combined with the proteasome activity
[37]. It has been described that certain olive oil’'s components can modify
proteolysis [38], so the EVOO-enriched diet may influence the autophagy
process in our experimental approach. To this purpose, we have tested two
markers of autophagy,

LC3 and Beclinl, which are essential for autophagosome formation; in particular,
LC3 is used to monitor autophagy processes [39]. Our previous experiments
suggested that the expression of LC3 and Beclinl was increased at terminal
stages in muscle of SOD1G93 mice (data not shown). Here we found that EVOO-
enriched diet not only induced a significantly downregulation of the expression

of LC3 and Beclin] genes (Figure 4C) but also increased the fiber area (Figure 3).
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Therefore, these results indicate lower muscle atrophy in these mice and suggest
that the EVOO treatment showed protective effects in the muscle.

In conclusion, our results establish an important role for quality of fat on the
progression of ALS in SOD1G93A mice. In addition, they provide new insights on
the molecular pathways influencing neurodegenerative progression and may
contribute to emphasize the relevance of Mediterranean diet in this pathology.
Although our findings from mice may not be directly applicable to humans, their
relevance is particularly important considering the devastating progression of the

disease and the high security of the nutritional intervention proposed.
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Table 1. Composition of the experimental diets provided to mice.

Chow  Extra virgin olive | Palm oil
Energetic Content (kJ/g) 13 18 18
Carbohydrate 57 51 51
Protein 16 12 12
Fat 3 22 22
Vitamin E (Ul %) 10 22 21
Cholesterol (mg %) 30 25 25
Fatty acids,
Lauric (12:0) 0.1 0.1 0.1
Myristic (14:0) 0.02 0.0 0.0
Palmitic (16:0) 15.8 15.0 20.7
Margaric (17:0) 0.2 0.2 0.2
Stearic (18:0) 1.7 1.7 2.4
Arachidic (20:0) 0.1 0.2 0.2
Behenic (22:0) 0.02 0.0 0.0
Lignoceric (24:0) 0.1 0.1 0.1
Palmitoleic (16:1) 0.02 0.2 0.0
Oleic (18:1) 20.1 31.5 243
Gadoleic (20:1) 0.4 0.4 0.3
Linoleic (18:2n-6) 57.9 47.7 48.7
Linolenic (18:3n-3) 3.5 2.9 2.9
Saturated 18.0 17.3 23.7
Monounsaturated 20.5 32.1 24.7
Polyunsaturated 61.4 50.6 51.6
P/S ratio 3.4 2.9 2.2
Total phenolic compounds 0.1 45 2
(mg/kg)

Dietary components are expressed as % (w/w). Other components of the
chow diet are crude fiber 4.5 % and minerals 6.8 %. A total dry matter of
87.5%. P/S ratio = polyunsaturated / saturated fatty acid ratio.
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Table 2. Plasma lipid parameters following the different experimental diets

Control EVOO Palm

(n=11) (n=12) (n=6)
APOAT (AU/L) 769 87 £ 8¢ 92 + 8@
APOA4 (AU/L) 38 1.1 55+1.6 58%x1.0
APOB (AU/L) 0510 06£1.0 0910

Total cholesterol (mg/dL) 100 £ 7 112%11¢ 124 +13°

Triglycerides (mmol/L) 04 £0.1 0503 0.5£0.2

Values are means = standard deviations. Mice were fed chow or
experimental diets for 8 weeks and fasted 4 hours before blood sampling.
Statistical analysis was done using non-parametric one-way ANOVA
according to Kruskal-Wallis test and unpaired Mann-Whitney U-test as
post-hoc test. Different superscripts (@ vs Control, » vs EVOO) are
significantly different from each other at P< 0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION | 151



Figure 1. Survival and disease symptom onset of SOD1G93A mice. Kaplan-Meier
analysis of survival (A) and clinical symptom onset (B) revealed significant
differences between the diets. Mice fed an EVOO diet showed a higher and
significant survival than control mice (p<0.05) whereas disease symptom onset

occurred significantly earlier in palm oil group (p<0.05) (C). n=10 mice per group.
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Figure 2. Effect of different diets on the progression of the disease of SOD1G93A

mice. Motor performance was evaluated by rotarod (A) and hanging-wire (B)

tests. Data are shown as mean £ SEM. Student’s f-test was performed to compare

control and treatment groups (n=10): a, p<0.05 (EVOO vs control group) and b,

p<0.05 (palm oil vs control group).
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Figure 3. Cross-sectional analyses of muscular fibers. Panels A, B and C
correspond to representative images coming from mice receiving confrol, EVOO
and Palm diets, respectively. Panel D summarizes fiber areas in SOD1G93A mice
following different the experimental diets. Data are mean + SD for each group.
Statistical analysis was done using non-parametric one-way ANOVA according
to Kruskal-Wallis test and unpaired Mann-Whitney U-test as post-hoc test. o, p<

0.05 vs EVOO.
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Figure 4. Gene expression of myogenic regulatory factors (MRFs), biomarkers of
disease progression and autophagy in skeletal muscle of SOD1G93A mice.

Relative expression levels of MRF (A), biomarkers of disease progression (B) and
autophagy (C) compared between mice fed a chow, EVOO and palm oil diet

(n=5). Values are means + standard deviations. Student’s t-test: *p<0.05 and

**p<0.01.
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Figure 5. Reticulum stress marker expressions in the different experimental
conditions. A, Atf6 and B, Grp78 mRNA expressions, respectively. Values are
means * standard deviations. Unpaired Mann-Whitney U-test as post-hoc fest.
*p<0.05. Panel C, relationship between Atfé6 and Grp78 expressions. Panel D,
relationship between muscle fiber area and Grp78 expressions. Correlation was
calculated according to Spearman’s test. Values corresponding to all
experimental groups have been included, where empty, black squares and grey
diamonds correspond to chow, EVOO- and palm oil-containing diets,

respectively.
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5.5 MANUSCRITO 5

The interplay between defective autophagy and proteasome

activation in SOD1G93A mice spinal cord

Olivan S, Calvo AC, Herrera M, Zaragoza P, Osta R

En preparacion
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ABSTRACT

One of the very well-known motor neuron diseases, Amyotrophic Lateral Sclerosis
(ALS), is characterized by a selective loss of motor neurons together with a
progressive muscle weakness. Several molecular mechanisms have been
associated with the neurodegenerative progression in ALS to find a potential
cause of the disease. In particular, the two main intracellular degradation
mechanisms, autophagy and the ubiquitin-proteasome degradative system
(UPS) have been mainly studied in one of the most vulnerable tissue, the spinal
cord. In this study we investigated the interplay between autophagy and the
proteasome in the spinal cord from fransgenic SOD1G%3A male and female
mice along disease progression. Our results showed a significant deficient
autophagy in transgenic SODIGY3A male and female mice, while the
proteasome acftivation was found at the terminal stage, since chloroquine
freatment revealed the upregulated levels of LC3-Il and pé2 found at late stages
in tfransgenic females and at symptomatic stages in fransgenic males, were
indicative of an autophagy blockage. The mRNA deregulated levels of LC3, pé2,
Beclinl, Atg5 and E2f1 were observed at early symptomatic, symptomatic and
terminal stages in both transgenic males and females, which reinforced the
impairment of auftophagy along disease progression. The combined data
provided clear evidence for the first fime that the defective autophagy favoured
the proteasome activation at late stages of the disease in the spinal cord from
transgenic SOD1G93A males and females. These findings could represent a new

approach for potential therapeutic treatments.

Keywords: autophagy, gender, LC3, spinal cord, transgenic SOD1G%3A mice,
UPS

Abbreviations: ALS, Amyotrophic Lateral Sclerosis; CQ, chloroguine; ER,
endoplasmic reticulum; fALS, familial ALS; LC3, microtubule-associated protfein 1
light chain; P, postnatal day; PBS, phosphate-buffered saline; sALS, sporadic ALS;
SEM, standard error of the mean; UPR, unfolded protein response; UPS, ubiquitin-

proteasome degradative system.
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INTRODUCTION

Amyoftrophic Lateral Sclerosis (ALS) is a fatal progressive disease in which the
weakness of the voluntary muscles and the motor neuron degeneration is
present. The two forms of the disease, familial and sporadic ALS (fALS and sALS)
are still opening new questions to definitely find the main cause of ALS. Indeed,
several mechanisms of motor neuron degeneration have been proposed since
spinal cord is one of the most vulnerable tissues in the disease. As an example,
calcium and glutamate-mediated citotoxicity, mitochondrial dysfunction,
neurofilament disorganization, blockage in retrograde fransport have been
widely described.! More recently, new insights into degradative systems are
shedding a light on the complex connection between the accumulation of the
misfolded or abnormal proteins and the disease progression.? Indeed, the spinal
cord fissue is especially vulnerable to this abnormal protein aggregates.
Therefore, the fine tune between autophagy and the ubiquitin-proteasome
degradative system (UPS) becomes necessary to maintain an adequate
homeostasis in the tissue.

Autophagy and the proteasome system can regulate different cellular
mechanisms to protect cells from the deleterious effect of mutant and misfolded
profeins in basal conditions. The proteasome activity is mainly focused on the
degradation of short peptides and as a consequence, it is more selective than
autophagy, which is associated with lysosomes and comprises three different
and subtle mechanisms of action: microautophagy, macroautophagy, and
chaperone mediated autophagy.2? Under a neurodegenerative scenario, such
as ALS, the equilibrium between these two degradative systems is essential. In
fact, in many neurodegenerative disorders has been described that the
impairment of one of these systems can prompt the activation of the other.
Remarkably, a wide range of studies have characterized the possible cause of
autophagy impairment in different experimental models for ALS.4#'2 In addition,
mutant SOD1 aggregates not only induce impairment in proteasome activity but
also alterations in SOD1 infracellular distribution.'® However, the deregulation of
the main molecular markers of autophagy and the proteasome, especially in

spinal cord tissue, remain controversial.
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Recent studies suggested that an autophagy activation could play a relevant
role in the delay of the neurodegenerative progression in ALS and the right
interplay between autophagy and the proteasome could compensate for the
impairment of one of them.'* On the contrary, the lack of a compensatory effect
between these mechanisms could lead to an accumulation of misfolded or
abnormal proteins and a blockage of the autophagic flux.'> Interestingly, an
autophagy impairment has been shown at the presymptomatic stage in
fransgenic mice, although it is not well understood whether this impairment is due
to an activation or to a blockage of autophagy process.'® On the other hand,
taking info consideration the effect of a wide range of drugs in the autophagy
process, an aqufophagy activation could rescue motor neurons from
excitotoxicity mediated by misfolded or aberrant proteins in transgenic SODI
mice, which reinforce the notion of the protective role of autophagy
activation.!7-24

Regarding constitutive autophagy, we have shown in previous studies sex and
tissue specific differences in spinal cord and skeletal muscle tissues from
fransgenic SOD1G93A mice.?> Our next step forward in this study was to
investigate the role of autophagy and the proteasome in the spinal cord from
transgenic SODIG93A mice, analyzing transgenic males and females
independently to accurately monitor these systems along disease progression
and to avoid sex bias. Our results revealed a novel finding about the autophagy
deficiency in both transgenic males and females and the relevant role of the
proteasome at the late stage of the disease in this fissue, paving the way to

potential therapeutic strategies for the disease.

RESULTS

mRNA impairment of autophagy markers along disease progression. Sex
differences in the mRNA expression patftern of autophagy markers along disease
progression were evaluated in the transgenic SOD1G93A mice. mRNA expression
levels of LC3, p62, Beclinl, Atg5 and E2f1 genes were quantified by real-time PCR
in spinal cord samples of wild type and transgenic SOD1G93A mice along

disease progression (Figure 1). At early symptomatic stage (P60), significant
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downregulated levels of LC3 and p62 were observed in fransgenic SOD1G?23A
males, while in transgenic SOD1G93A females, downregulated levels of LC3, Afg5
and E2f1 were also registered.

At symptomatic stage (P90) in transgenic SOD1G93A males, mRNA levels of LC3
and pé2 were still significantly downregulated. However, Afg5 mRNA levels
started to be upregulated. This upregulation was still evident at terminal stage
(P120) but no statistically significant. Only in the case of pé62 and Beclinl the
upregulated levels were significant at this late stage of the disease (Figure 1a).

At symptomatic stage (P90) in fransgenic SOD1G93A females, in spite of the
significant downregulation found in Atg5 mRNA levels, increased levels of LC3
and Beclinl were observed. However, at terminal stage (P120), only Atg5 mRNA
levels were significant upregulated, and a downregulation of LC3 and E2f]1 levels

were registered (Figure 1b).

Uncoupled upregulation of LC3-ll and pé2 protein levels in fransgenic males and
females. To study in depth the autopahgy impairment at translational level, we
analyzed the protein expression levels of two widely used autophagy markers,
LC3-Il and p62 along disease progression (Figure 2). This analysis showed that no
parallel variation of these two markers was found in both genders, in each stage
of the disease (Figure 2q).

In fransgenic SOD1G93A males, at early and symptomatic stages of the disease,
significant upregulated protein levels of LC3-Il were found and only at terminal
stage (P120) LCS3-ll levels decreased significantly below wild-type average.
Interestingly, in transgenic SOD1G93A females, at early symptomatic stage (Pé0)
LC3-Il levels were upregulated, while in the symptomatic stage (P90), earlier than
in transgenic males, these levels decreased significantly (Figure 2a).

Furthermore, in fransgenic SOD1G9%3A males, downregulated pé2 levels were
observed at asymptomatic and terminal stages. However, a more prolonged
downregulation of pé2 was observed in fransgenic females fill the terminal stage,
when a significant upregulation was then registered (Figure 2a). These results
suggested that autophagy seemed to be blockaded in tfransgenic males, while
in fransgenic females, the significant upregulation of pé2 could suggest an
acftivation or a blockage of autophagy. In order to clarify this point, the

autophagic flux was assessed in females at P120 (Figure 2b). Treatment of spinal
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cord extracts from transgenic female mice with chloroquine, an agent that
impairs lysosomal acidification, showed no differences in LC3-ll expression levels.
This result could indicate a blockage instead of an activation of the autophagic
flux (Figure 2b).2%6

Activation of proteasomal activity at the late stages of the disease. Given the
lack of an evident activation of autophagy along disease progression, we further
investigated whether autophagy impairment influenced proteasomal activation
at any stage of the disease, since the two main infracellular degradation
mechanisms are the autophagy and the proteasome system. Therefore, in order
to shed light on this question, we measured the activity of the 20S proteolytic
component of the 26S proteasome in the spinal cord of transgenic males and
females to even study whether the possible alteration in proteasomal activity
could be gender-dependent (Figure 3).

In fransgenic SOD1G93A males, the proteasomal activity was significantly
upregulated at asymptomatic (P40) and terminal stages (P120), while a
downregulated activity was found at symptomatic stage (P90). Interestingly, in
fransgenic SOD1G93A females, the proteasomal activity impairment was similar
at symptomatic and terminal stages (P?0 and P120), while contrary to the result

found in transgenic males, a downregulation was found at asymptomatic stage.

DISCUSSION

The right connection between autophagy and the ubiquitin-proteasome
degradative system is an essential need in tissues that become a main target of
the neurodegenerative progression of diseases such as ALS. In this regard, motor
neuron dysfunction in spinal cord has been very well described in sporadic and
familial ALS (SALS and fALS).? In fact, accumulation of cytoplasmic aggregates in
degenerating motor neurons in ALS can contribute to an autophagy and UPS
impairment.’01’ Although autophagy and UPS were believed to participate
independently in protein clearance, the fine tuning between these ftwo

processes has been shown, especially in ALS. Recent evidence that defective
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proteasomal activity results in an activation of autophagy machinery, supports
this notion.28-30

In this study, we further investigated the close link between autophagy and the
UPS in the spinal cord fissue from transgenic SOD1G93A mice. To accurately
monitor these two processes in this animal model for ALS, we analyzed transgenic
males and females independently since autophagy can be influenced by
gender differences.?’ To this purpose, we first evaluated the mRNA levels of five
well-known markers of autophagy, LC3, pé2, Beclinl, Atgd and E2f] along
disease progression. Interestingly, in tfransgenic SOD1G93A males downregulated
levels of LC3 and pé2 were observed at early symptomatic (P60) and
symptomatic (P90) stages, which suggested an autophagy blockage in the first
stages of the disease. Furthermore, the upregulation found in Atg5 and Beclinl
levels at symptomatic (P?0) and terminal (P120) stages could not be sufficient
enough to prompt the activation of LC3, in spite of the upregulated pé2 levels at
terminal stage. This result was in accordance with the fact that accumulation of
P62, under defective autophagy, could favour neurodegeneration. Indeed, pé2
is a shuttle molecule in both autophagy and the proteasome, therefore
deregulation of pé2 might account for pathological pathways in ALS.10.11.31
Regarding transgenic SOD1G93A females, deregulated levels of LC3 were
observed at early symptomatic (P60) and terminal (P120) stages, while a
significant upregulation was found at symptomatic stage (P90). However, mRNA
P62 levels did not varied significantly along disease progression, reaching wild
type levels. This result might suggest that autophagy activation could be
prompted at symptomatic stage, mainly favoured by the upregulation of
Beclinl, which participates in the induction of the phagophore and in the
formation of a functional autophagosome.’® Notwithstanding, the
downregulated AfgS levels found at symptomatic stage did not suggest this
point. In addition, the downregulated E2f] and Afg5 levels at early symptomatic
stage (P60) also pointed out to an autophagy blockage in the first stages of the
disease in transgenic females. In connection with this result, at terminal stage
(P120), upregulated Atg5 levels did not correlated with LC3 and E2fl levels,
which were found downregulated, suggesting that an autophagy blockage

might be also present in transgenic females at MRNA level.
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Following with the autophagy deregulation in spinal cord along disease
progression in fransgenic male and female mice, we next examined the protein
expression levels of the two main markers of the autophagic flux, LC3, which is
associated with the autophagosome formation when the autophagy is
activated, and pé2, an adaptor molecule that participates in the insertion of
ubiguitinated misfolded proteins into the autophagosomes. Taking into
consideration the results observed at mRNA level, we expected a gender-
dependent deregulation of the protein levels of these two markers along disease
progression. In fact, a deficiency in autophagy causes neurodegeneration and
therefore its activation could play an important protective role, as it has been
previously described in the same animal model.#

In transgenic SOD1G93A males, we observed an upregulation in LC3-Il protein
levels at asymptomatic (P40), early symptomatic (P60) and symptomatic stages
(P90), while at the terminal stage (P120), LC3-ll levels decreased significantly
below wild type average. Interestingly, downregulated pé2 levels were found at
aymptomatic (P40) and terminal (P120) stages, suggesting its defective role as a
pivotal molecule to clear protein accumulation by autophagy and the
proteasome, favouring neurodegeneration. In connection with pé2 levels, the
accumulation of LC3-Il at the first stages of the disease could reinforce an
autophagy blockage, which was in accordance with previous studies that
showed increased levels of LC3-Il started at symptomatic stage in transgenic
SOD1G93A mice.!6:32

In conftrast, in fransgenic SOD1G93A females, we only observed an upregulation
in LC3-Il levels at early symptomatic stage (Pé0), while downregulated levels
were found in the next symptomatic stage (P90). Similarly, downregulated protein
levels of p62 were observed at asymptomatic (P40), early symptomatic (P60) and
symptomatic stages (P?0), which again suggested a possible autophagy
blockage in transgenic females. Actually, the pé2 upregulation at the terminal
stage (P120) reinforced the hypothesis that the accumulation of pé2, which was
not parallel to a significant upregulation of LC3-ll levels at this stage, might
indicate a defective autophagy. Although no statistically significance was found
in LC3-Il levels at the terminal stage, we further studied in depth in transgenic
females at this stage, whether the upregulation of pé62 and the upward frend

found in LC3-ll levels were actually due to an autophagy blockage. To this

164 | RESULTADOS Y DISCUSION



purpose, we blocked the activity of acidic degradative compartments using
chloroguine in tfransgenic SOD1G?93A female mice at the terminal stage, P120. In
case an autophagy activation was still present a significant upregulation of LC3-lI
levels would be found since chloroquine blocks the fusion of autophagosomes
and lysosomes and therefore it inhibits the lysosomal protein degradation. On the
contrary, in case an autophagy blockage was happening in the spinal cord
tissue from transgenic females no significant changes of LC3-ll levels would be
found since chloroquine would not have any effect on the autophagy process if
it was blockaded. After freating with chloroquine the explants from spinal cord,
no significant differences were found in LC3-ll levels with respect to wild type
mice. Therefore, this result revealed that the upregulation found in pé2 levels at
this late stage of the disease in fransgenic females was due to an autophagy
blockage. As a consequence, the autophagy process, in terms of LC3-Il and pé2
protein levels, was blockaded in the spinal cord from both tfransgenic males and
females along disease progression. This autophagy blockage was more evident
in fransgenic males, especially at the terminal stage when both LC3-ll and p62
levels were found significantly downregulated, while in fransgenic females the
parallel upregulation of LC3-Il and pé2 levels at this stage P120 also suggested a
blockage and not an activation as it might be expected. These data are
consistent with previous studies in the same tissue, in which the efficiency of
autophagy activation was lower in motor neurons than in skeletal muscle 833 In
addition, the LC3-Il upregulation observed by Li and coworkers in the spinal cord
from transgenic SOD1G93A mice at symptomatic stage did not correlated with
the accumulation of autophagic vacuoles found at the terminal stage and
confirmed by electron microscopy imaging.'é Indeed, we also observed a LC3-lI
upregulation at the symptomatic stage in both fransgenic males and females,
and similarly a potential defective autophagy at the terminal stage by means of
a LC3-ll downregulation in fransgenic males and a pé2 upregulation in transgenic
females.

The next question that arouse to us was the role of the proteasome activity in the
spinal cord of fransgenic SOD1G93A male and female mice to compensate the
defective autophagy along disease progression. At this step, we wonder if the
proteasome activation could be time-dependent in the spinal cord, especially in

transgenic females since the pé2 upregulation was significant at the terminal
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stage. Previous studies in this animal model showed an impairment of the UPS
caused by mutant SOD1 in motor neurons. In fact, the infracellular accumulation
of mutant SOD1proteins in spinal cord correlated with a decrease in constitutive
proteasome subunits during disease progression.? 343¢ |n accordance with these
studies, our results showed an impairment in proteasome activity along disease
progression. In fransgenic SODIG9%3A males, a significant downregulation of
proteasome activity was found at symptomatic stage, P90, while a significant
upregulation was registered at asymptomatic (P40) and terminal (P120) stages.
Similarly, in tfransgenic SOD1G93A females, a significant upregulation of
protfeasome activity was registered at the terminal stage (P120) although a
downregulated activity was found at aymptomatic (P40) and symptomatic (P?0)
stages. These results suggested that the proteasome degradation in tfransgenic
males started to be activated at very early stages of the disease, even earlier
than in transgenic females. However, this activation was not constant along
disease progression, showing an upregulation at the terminal stage in both
fransgenic males and females. Interestingly, the proteasome acftivation at
asymptomatic stage (P40) in transgenic males could reveal an early
degradation of short proteins, which was blockaded in transgenic females. This
early activation of the proteasome in fransgenic males was coincident with the
upregulation in LC3-ll levels at this asymptomatic stage, suggesting that the
removal of mutant SOD1 proteins could not be efficient enough to avoid the
accumulation of autophagosomes that might explain the LC3-ll upregulated
levels and the defective autophagy. In addition, the proteasome impairment in
fransgenic females at the asymptomatic stage was not sufficient enough to
prompt the autophagy activation since LC3-ll levels were not significantly higher
than the ones found in wild type mice, in accordance with previous studies.33

Collectively, these data clarified that the proteasome degradation was highly
favoured in the spinal cord from transgenic SOD1G93A male and female mice,
especially at the terminal stage, while a defective autophagy was observed at
MRNA and protein levels, suggesting that the LC3-Il upregulated levels found at
the first stages of the disease could point out to an accumulation of
autophagosomes and not to an autophagy activation. As a consequence, a
defective autophagy in fransgenic males and females could prompt the

proteasome activation at late stages of the disease, reinforcing the
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compensatory effect between the two degradative systems. These findings
accurately analyze, for the first time, the role of autophagy and the proteasome
in males and females separately to avoid sex bias and they provide new insights
into the role of autophagy and the proteasome in the progression of ALS in one
of the most vulnerable fissue, the spinal cord. It remains to be clarify the
impairment between these two degradative systems in the spinal cord from
fransgenic SOD1G93A mice to address a possible progress in the design of

promising therapeutic interventions.

Materials and Methods

Animals

The care and use of animals were performed accordingly with the Spanish Policy
for Animal Protection RD53/2013, which meets the European Union Directive
2010/63/UE on the protection of animals used for experimental and other
scientific purposes.

Transgenic mice with the G93A mutant human SOD1 were purchased from The
Jackson Laboratory (B6SILTG(SOD1*G93A)1Gur/J)). Hemizygotic mice were
maintained by breeding SOD1G93 males with F1 females (B4SJL). The offspring
were genotiped by PCR amplification of DNA extracted from tail fissue with
specific primers for human SOD1. Wild type littermates were used as controls for
all experiments. Hemizygous SOD1G93A mice at the following days of life were
used: 40 (presymptomatic, P40), 60 (early symptomatic, Pé0), 20 (symptomatic,
P90) and 120 (terminal stage, P120). Mice were housed in the Unidad Mixta de
Investigacion of the University of Zaragoza under a 12h light/dark cycle. Food
and water were available ad libitum. Hemizigous SOD1G93A and age-matched

non-transgenic wild type mices were sacrificed by CO2 anesthesia.

Quantification of mMRNA expression

For total RNA extraction, five males and five females wild type and SOD1G9%3A
mice per age group were sacrificed. The spinal cord were dissected, snap-frozen
and stored at -80°C. Spinal cord from each group of mice were pulverized in
liguid nitrogen with a cell crusher. The powdered spinal cords were homogenized

using a PRO200 homogenizer (PRO Scientific Inc.) and processing according to
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the Trizol Reagent protocol (Invitrogen). RNA extracted was processed with the
Turbo DNA-freeTM kit (Ambion) to eliminate genomic DNA. Reverse transcription
was carried out according to the SuperScript™ First-Strand Synthesis System kit
(Invitrogen) using random hexamers. Gene expression variations in all of the
samples were assayed by real-time PCR in an ABI Prism 7000 Sequence Detection
System (Applied Biosystems). Primer and probe mixtures for each gene LC3
(MmO00458724_m1), pé62 (Mm00448091_m1), Beclinl (MmO00517174_m1), ATGS
(Mm00504340_m1) and E2F1 (MmO00432939_m1) were supplied by Applied
Biosystems. Target gene expression was normalized using the geometric mean of
two housekeeping genes (GAPDH, Mm4352932E and p-actin, Mm4352933E;
Applied Biosystems) and relative gene expression was determined using the
2000CT method.3738 All reactions were performed in triplicate and the reaction

efficiencies of the primer/probe sets were close to 100%.

Western blot analysis

Six males and six females wild type and SOD1G9%3A mice at P40, P40, P90 and
P120 were sacrificed. The spinal cord were dissected, snap-frozen and stored at -
80°C. Spinal cord were pulverized in liquid nitrogen with a cell crusher. Powdered
spinal cord tissues were resuspended in ice-cold RIPA lysis buffer with protease
inhibitors (Complete, Roche) and samples were centrifuged at 10000 g for 10 min
at 4°C. Supernatants were collected and the total protein was quantified by BCA
method (Sigma-Aldrich). Proteins (40 ug) were resolved on a 15% SDS-page gel
and the fransferred to PVDF membranes (Amersham Biosciences). Membranes
were blocked in Tris-buffered saline supplemented with 0.1% Tween 20 and 5%
(w/v) powered skim milk overnight at 4°C and then incubated with primary
antibodies for one hour at room temperature against LC3 (1:1000, MBL),
pP62/SQSTM1 (1:1000, Enzo Life Sciences), and GAPDH (1:1000, Santa Cruz).
Membranes were incubated for 1 hour at room temperature in a solution
containing the HRP-conjugated secondary antibodies. Bands were visualized by
enhanced chemiluminescent reagent (GE Healthcare Life Science). Inmunoblots
were scanned and densitometry was measured with AlphaEase FC software

(Bonsai).
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Proteasome activity

Three males and three females wild type and SOD1G93A mice per age group
were sacrificed and spinal cords were dissected. Samples were homogenized in
cold buffer (20 mM TrisHCI pH 7.5, 2 mM EDTA) and centrifuged at 15000 g for 10
min at 4°C (3 males and 3 females per fime point and genotype). Protein
concenftration in supernatants was determined using the BCA protein assay. Ten
micrograms of freshly protein exiracts were assayed in triplicate. Proteasome
activity was measured using the CHEMICON® Proteasome Activity Assay Kit
(APT280, Millipore) as described by the manufacturer. The extracts were
incubated (2h at 37°C) with a labeled substrate, LLVY-7-amino-4-
methylcoumarin, and the cleavage activity was monitored by detection of the
free fluorophore 7-amino-4-methylcoumarin using a fluorescence plate reader

(Infinite F200 PRO, TECAN) at 360/460 nm.

Chloroquine assay

Four males and four females SOD1G93A mice at P90 and P120 were sacrificed
and spinal cords were dissected and the tissues were chopped into small pieces.
The explants were rinsed in phosphate-buffered saline (PBS) prior to being
cultured in DMEM containing 10 % (v/v) fetal bovine serum and 100 [M
chlorogquine (Sigma) for 6 hours at 37°C and 5% CO2. After chloroquine
freatment, the tissues were washed twice with PBS, snap-frozen and preserved at
-80°C. To determine the effect of chloroquine, proteins were extracted and

Western Blot analyzed the LC3-ll expression (as described above).

Statistics

Statistical analyses were performed using SPSS 19.0 (IBM). Comparisons were
carried out by T-Student test. Statistical differences were considered significant at
p<0.05.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 LC3, pé2, Beclinl, Atg5 and E2fl mRNA expression levels in spinal cord
from SOD1G93A mice (males (a), females (b)). The franscript levels of these
autophagy markers were analyzed at P60, P90, and P120. Relative expression
values of these autophagy markers in SOD1G93A mice were represented in
relation to the levels of their age-matched wild type mice (WT, black bars) at
each studied stage. Each data point represented the mean = SEM, balanced
group n=10 males and 10 females per fime-point and genotype. Asterisks

denoted a student t-test p value <0.05 ().
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Figure 2 LC3-Il and pé2 protein expression levels in spinal cord. (a) Western blots
for LC3-Il and pé2 protein levels in spinal cord from transgenic SOD1G93A mice
(males and females) and age-matched wild type mice (WT, black bars). GAPDH
protein levels were used for the normalization of the protein levels of the selected
autophagy markers. The representative blots for each stage of the disease are
shown at the bottom of each corresponding graph. Data showed mean = SEM,
balanced group n=12 animals, males and females, per time-point and

genotype. p value <0.05 (*) and <0.01 (**x). (b) Relative expression levels of LC3-

Il in spinal cord from SOD1GY3A female mice at the terminal stage, after
chloroguine tfreatment (CQ 1000M). The representative blots for each stage of
the disease are shown at the bottom; GAPDH protein levels were used for the
normalization of the data. Data showed mean + SEM, balanced group n=4
fransgenic SOD1G9%3A male mice and n=4 transgenic SOD1G9%3A female mice at

symptomatic and terminal stages, respectively.

A MALES FEMALES

~

Relative units
Relative units
@

=

I oo

®SOD1 P120

LC3-ll p62 LC3-lI p62
PE2 M W e W —— PE2 W S —— e —
LCI1I s W o S . S (- LCIII i e S . s A
GAPDH o S - — e - GAPDH = s W N W S T —
WT SsoD1 WT SoD1 WT SoD1 WT soD1 WT SoD1 WT SOD1 WT SOD1 WT soD1
Lca- .
GAPDH [
+ - + ca

RESULTADOS Y DISCUSION | 175



Figure 3 Proteasome activity measurements. Proteasome activity was measured

in spinal cord homogenates from SOD1G93A male and female mice and from

age-matched wild type mice (WT, black bars) at each stage of the disease, P40,

P60, P90 and P120. Data showed mean = SEM, balanced group n=6 animals per

time-point and genotype. p value <0.05 (*x)and <0.01 (* ).

200 -

180 4

160 -

140 1

% Activity

* %

MALES

FEMALES

* %

120 T
100 I
80 -
60 I ! I
40
20
N | .

s WT
P40
P60
P90
P120

176 |

RESULTADOS Y DISCUSION



CONCLUSIONES






De los resultados obtenidos a partir de las experiencias realizadas en el presente
estudio, de su discusidon y contraste con ofras aportaciones, pueden deducirse

las siguientes conclusiones:

1. Los procesos de degradacion proteica, autofagia y proteasoma,
muestran un efecto compensatorio en el muisculo esquelético de los
animales modelo SOD1G93A. En los estadios presinftomdaticos se induce la
activacién del proteasoma, mientras que la activaciéon de la autofagia se
produce en los estadios terminales de la enfermedad. No se observa en

dicho tejido el fendbmeno de muerte celular programada.

2. Una dieta enriguecida en grasas insaturadas, y mds concretamente en
aceite de oliva virgen exira, es capaz de incrementar la supervivencia y
la coordinaciéon motora de los animales modelos SOD1G93A. En el
musculo esquelético, este efecto se acompana de una mejora de los
indicadores moleculares relacionados con el estrés de reticulo, la
autofagia y el dano fisular. Teniendo en cuenta estos resultados se
recomienda a los pacientes de ELA la inclusidon de este fipo de aceite en

su dieta.

3. Los procesos de degradacion proteica en médula espinal de los animales
modelo SOD1G93A estdn alterados a lo largo de la enfermedad. En este
tejido el efecto compensatorio entre ambos procesos observado en
musculo esquelético no se produce. La autofagia no presenta un papel
tan relevante a lo largo de la enfermedad vy el proteasoma se encuentra

activado soélo en los estadios terminales de la enfermedad.

4. Las alteraciones en los procesos de degradacion proteica a lo largo de la
enfermedad se presentan como una posible diana terapéutica, tal como
ha sido demostrado con la administracion de una dieta enriquecida con

aceite de oliva exira virgen.
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The results obtained from experiments carried out in this study, its discussion and

contrast with other conftributions, prompted us to the following conclusions:

1. The processes of protein degradation, autophagy and proteasome, show
a compensatory effect in skeletal muscle of the SOD1G93A mice model.
In presymptomatic stages, proteasome activation is induced, while
autophagy activation occurs in the terminal stages of the disease. The

phenomenon of programmed cell death is not observed in the tissue.

2. An unsatfurated fats-enriched diet, particularly in extra virgin olive oil, is
able to increase the survival and the motor coordination of the
SOD1G93A mice model. In skeletal muscle, this effect is accompanied by
an improvement of the molecular indicators related to ER siress,
autophagy and fissue damage. Taking infto account these results, the
inclusion of exfra virgin olive oil in the ALS patient’s diet should be

recommended.

3. The processes of protein degradation are impaired along disease in spinal
cord of SOD1G93A mice model. In this fissue, the compensatory effect
observed in skeletal muscle between the two processes does not occur.
Autophagy no such an important role throughout the illness and the

proteasome is activated only in the terminal stages of the disease.

4. The impairment of the protein degradation processes along disease
represents a potential therapeutic target, as has been demonstrated with

the administration of an extra virgin olive oil-enriched diet.
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A

AMBRATI activating molecule in beclinl-regulated autophagy
AMC 7-amino-4-methylcumarin

AMPK AMP-activated protein kinase

ANG Angiogenin

ATG autophagy-related proteins/genes

B

BAD BCL-2 agonist of cell death

BCL-Xt BCL extra large

BH Bcl-2 homology

BH3 BCL-2 homology 3

BID BH3-interacting domain death agonist
BNIP3 BCL-2 and adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting protein
3

BSA bovine serum albumin

C

C9ORF72 chromosome 9 open reading frame 72
cDNA DNA complementario

CMA Chaperone-mediated autophagy

CO2 didéxido de carbono

D

DAPI 4"',6-diamino-2-fenilindol

DAPK death-associated portein kinase

DEPC diethylpyrocarbonato

DUB Deubiquitining enzimes

DUBs Deubiquitinating enzymes

E

El Ubiquitin-activating enzymes

E2 Ubiquitin-conjugating enzymes

E3 Ubiquitin ligases

EAAT2 Excitatory amino acid transponer 2
EAAT2 Excitatory amino-acid fransporter 2

ECL enzimatic chemiluminiscence

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid

ELA esclerosis lateral amiotréfica

ELAE esclerosis lateral amiotréfica espontdnea
ELAF esclerosis lateral amiotréfica familiar

ER reticulo endoplasmatico

ER Reticulo endoplasmdtico

F

FADD FAS associated dearth domain

FIP200 FAK family kinase-interacting protein of 200 kDa o Atg7
G

GAPDH gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
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HRP

IAP
IAPs

JNK

LAMP
LC3
LIR

MCLI
MOMP
mMTORCI1

NF-[1B
cell
NIX

P

P62/SQSTMI
PBS

PCR

PERK

PKD

PQC

PtdIns3K o PI3K
PVDF

R
RIP
ROS

S

SDS
SDS-PGE
SEM
SETX
SNARE
SODI1

T
TBS
TDP-43

horseradish peroxidase

inhibitor of apoptosis proteins
Inhibitor of apoptosis proteins

JUN N-terminal kinase

lysosomal-associated membrane proteins
microtubule-associated protein 1 light chain 3
LC3-interacting region

myeloid cell leukemia sequence 1
mitochondrial outer membrane permiabilization
mammalian target of rapamycin complex 1

nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B

NIP3-like protein X

sequestosome 1

buffer fosfato salino

Polimerasa chain reaction

protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase
protein kinase D

control of protein quality

phosphatidylinositol-3-OH kinase

polifluoruro de vinilideno

ribosome-inactivating protein
Reactive Oxygen Species

sodium dodecyl sulfato

sodium dodecyl sulfate polyacrilamide gel electrophoresis
error estdndar de la media

senataxin

Soluble NSF Attachment Protein REceptor

Superoxide dismutase [Cu-Zn]

buffer tris salino
TAR DNA-binding protein 43
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TdT terminal deoxynucleotidyl fransferase

TEMED N,N,N",N’- tetrametiletilenodiamina

T

TNFR1 tumour necrosis factor receptor 1
TRADD TNFR1-associated death domain
TRAIL TNF-related apoptosis-inducing ligand
TUNEL terminal deoxynucleotidyl tfransferase dUTP nick end labeling
u

UBA ubiquitin-associated

UBD ubiquitin-associated (UBA) domain
UBL ubiquitin-like

UPR Unfolded-protein response

UPS ubiquitin-proteasome system

UPS Ubiguitin-profeasome system

v

VAPB vesicle-associated membrane protein B
VCP valosin-containing protein

VPS34 vacuolar protein sorting 34

w

WT wild-type

X

XBP1 x-box bindi
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